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Atividade antimicrobiana de metabdlitos provenientes de fungos isolados do solo.
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QUEIROZ***

Resumo:

Os microrganismos vém sendo intensamente estudados para aquisicdo de
metabdlitos com atividades antimicrobianas e, com o aumento de infec¢Oes
causadas por microrganismos multirresistentes, a pesquisa para aquisicdo ou
selecdo de novas moléculas bioativas se torna imprescindivel. Os fungos vém
recebendo destaque nesse grupo desde a descoberta da penicilina derivada do
fungo Penicillium chrysogenum. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi isolar
fungos presentes no solo da regido de Brasilia-DF com atividade antibacteriana. A
partir dos testes preliminares de antibiose em placa foram selecionados dois
isolados de fungos com provavel capacidade antimicrobiana. Os fungos foram
identificados por meio de caracteristicas microscopicas, macroscopicas e pela
amplificacdo da regido intergénica transcrita (ITS). Os dois isolados foram
identificados como Penicillium citrinum com identidade de 100% quando alinhadas
com sequéncias do banco de dados Genbank. Ambos os P. citrinum foram
cultivados sob fermentacéo em estado liquido, em seguida separada a parte liquida
da parte celular, a parte liquida foi liofilizada e seus extratos foram testados pelo
método de microdiluicdo em caldo “US National Committee for Clinical Laboratory
Standards” (NCCLS), contra as bactérias Gram positivas S. aureus ATCC 25923, E.
faecalis ATCC 29212, Gram negativas K. pneumoniae ATCC 13883 e E. coli ATCC
8730, onde foi alcancada a capacidade de inibir em até 100% todas as bactérias
testadas, quando confrontada contra o filtrado 2. Os resultados confirmam o
potencial antimicrobiano apresentado pelos fungos que foram isolados do solo,
existindo a possibilidade em isolar metabdlitos antibacterianos a partir desses fungos

estudados.
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1. INTRODUCAO
1.1 Fungos

Os fungos sdo organismos eucariotos pertencentes ao reino Fungi, possuem
caracteristicas particulares que os distinguem dos organismos procariotos, tais
como, 0 maior tamanho das células e a presenca de nucleo, vacuolo e mitocdndria.
Possuem parede celular constituida de quitina (exceto alguns fungos aquaticos); ndo
realizam fotossintese; alimentam-se por absor¢do de nutrientes previamente
digeridos por enzimas extracelulares; e se reproduzem, sexuada ou
assexuadamente, por esporos. Suas células podem apresentar um sé ndcleo ou
serem multinucleadas, possuem vida independente e ndo se retnem para formar
tecidos verdadeiros. Podem tolerar amplas faixas de temperatura, pressao e pH e
podem se desenvolver em meios com baixo teor de nutrientes, podendo utilizar
quase todo o tipo de carbono como fonte de energia (ALEXPOULOS et al., 1996;
MADIGAN et al., 1997).

A generalizagdo de caracteristicas dos fungos apresenta extrema dificuldade
devido & diversidade ecoldgica, fisiolégica e morfoldgica dentro do Reino Fungi, no
qual s&o reconhecidos trés grupos distintos: fungos filamentosos, leveduras e
cogumelos, sendo os dois primeiros considerados fungos microscopicos e o ultimo
macroscopico. Constituem um reino muito grande e heterogéneo, sendo
encontrados virtualmente em qualquer nicho ecoldgico. Em um levantamento
realizado, estima-se que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies fungicas, sendo
gue destas apenas foram descritas cerca de 74.000. Excluindo-se os insetos, 0s
fungos constituem os mais numerosos seres vivos existentes (JIANG; AN, 2000;
ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; ARCHER et al., 2008).

Diversos fungos sdo conhecidos por terem impactos negativos no bem estar
humano como agentes que causam doengas em plantas, na biodegradacdo e como
patégenos de animais, tanto como produtores de micotoxinas quanto como
causadores de micoses. Porém, entre as espécies microscopicas, 0s géneros
Penicillium, Aspergillus e Saccharomyces sdo 0os mais conhecidos por seu impacto
positivo para humanos (BENNETT, 1998).

Microrganismos podem ser utilizados como fonte de agentes ativos, uma vez

que, produtos naturais tem um papel importante no desenvolvimento de farmacos



para o tratamento de doencas em humanos. Os fungos, em particular, sé&o
importantes fontes de novos metabdlitos com pronunciada atividade antibacteriana,
antifangica e antiviral. Uma grande vantagem da prospec¢ao quimica de metabdlitos
fungicos em relagdo as demais fontes consiste no fato de que esses microrganismos
podem ser cultivados em larga escala em fermentadores, ndo havendo prejuizo ao
ecossistema, como podem ocorrer com a retirada de plantas e algas de areas
naturais, nem problemas éticos como os que podem advir da prospeccdo de
metabalitos bioativos a partir de insetos, anfibios e outras espécies animais. Entre os
fungos microscépicos, certos géneros como Aspergillus e Penicillium, conhecidos
por sua ubiquidade e caracterizados geralmente pela formacdo abundante de
esporos, tem sido utilizados para a busca de compostos bioativos, sendo que de
aproximadamente 6.500 metabdlitos bioativos de fungos microscopicos, mais de
30% foram obtidos destes dois géneros (TAKAHASHI; LUCAS., 2008; SILVA et al.,
2009; SURYANARAYANAN et al., 2009).

1.2 Aspectos gerais do género  Penicillium sp.

O género Penicillium consiste em um género, descrito por Link, em 1809. Os
individuos desse género apresentam crescimento rapido, com tempo de maturacéo
por volta do terceiro ou quarto dia. Na macromorfologia, as col6nias apresentam, em
um primeiro momento, uma textura algodonosa baixa ou veludosa, de tom branco,
que rapidamente se torna de coloracdo amarelo-alaranjada, amarelo-esverdeada,
verde, ou azul-esverdeada, sendo esses trés ultimos tons os mais frequentemente
observados. O reverso varia do castanho-amarelado ao castanho-avermelhado,
podendo esse pigmento ser difusivel ou ndo no meio. Pode-se suspeitar de uma
espécie, Penicillium marneffei, que foi recentemente envolvida em infec¢bes
sistémicas, se for detectado pigmento vermelho-vinho no Agar (SIDRIN; ROCHA,
2004; KONEMAN et al., 2008).

A micromorfologia (Figura 1) das col6nias evidencia grande namero de hifas
hialinas septadas, com conidiéforos simples ou ramificados, solitarios ou agrupados,
hialinos ou ligeiramente pigmentados. As células conidiogénicas tem a forma de uma
garra (fialides), e os conidios sdo esféricos, de tamanho regular, e coram

igualmente, representando um tipo acropeto de conidiagdo na qual conidios



idénticos sdo produzidos em sequéncia a partir da extremidade no conidio
previamente formado (SIDRIM; ROCHA, 2004; KONEMAN et al., 2008).

Figura 1. Estruturas morfolégicas e tipos de conidiéforo ramificagdo em Penicillium . a) simples,

b) uma fase ramificada, c) duas fases ramificadas, d) trés fases ramificadas

Conideos

Fidlides

FONTE: SAMSON et al., 1984, com adaptacdes.

1.3 Identificacdo Fungica

Tradicionalmente, a identificacdo de fungos filamentosos estd baseada
principalmente em caracteristicas morfolégicas, microscopicas e macroscoépicas. No
entanto esse método exige tempo e experiéncia para identificar fungos pelos
métodos convencionais, métodos mais especificos para identificagdo fungica podem
ser utilizados, como: técnicas de biologia molecular utilizando sequéncias de DNA
ribossomal (DNAr); espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF ICMS (Matrix
Assisted Laser Description/lonization Time-of-Flight Intact Cell Mass Spectrometry);
SDS-PAGE (Eletroforese em gel de poliacrilamida) para determinar perfis protéicos;
métodos imunologicos; e espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR) (BUGNIIRELAND, 2004; HORISAWA et al., 2009; WACULICZ-
ANDRADE, 2009; SANTOS et al., 2010; SANTOS et al., 2010a).

A identificacdo molecular no grau de espécie tem sido baseada, na maioria das
vezes, no uso da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomico. O
DNA que codifica 0 RNA ribossomal apresenta-se como cluster génico, no qual tem-
se 0 gene 18S, o gene 5,8S e 0 gene 28S. Esses genes sao separados por regides

denominadas ITS1 e ITS2 (Figura 2), as quais séo transcritas e processadas para



dar origem ao RNA ribossémico maduro. O fato desse cluster génico apresentar
algumas regifes altamente conservadas e outras variaveis, tem permitido a analise
de variacdo de diferentes niveis taxondmicos. As regides ITS evoluem rapidamente
e, entdo, sdo apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou, até mesmo,
variedades de uma mesma espécie. O fato das regibes ITS serem flanqueadas por
segmentos conservados, serem relativamente curtas (500 a 800 pb) e aparecerem
em grande numero de coOpias no genoma, permitem que sejam amplificadas e
sequenciadas com facilidade. Como consequéncia disso, é grande o nimero de
sequéncias ITS de diferentes fungos que estdo atualmente disponiveis nos bancos
de dados de sequéncias de nucleotideos (FUNGARO, 2000; MICHAELSEN et al.,
2006).

Figura 2. Representacdo esquematica da regido ITS que inclui ITS1, ITS2 e rDNA 5,8S. ITS1 e ITS4

representam os iniciadores universais.

ITS1

18S iTs1 | 5,8s | ITs2 28S

Regido ITS

1.4 Metabdlitos primarios e secundarios

Metabdlitos primarios sdo as pequenas moléculas produzidas ao longo do
crescimento vegetativo. Sdo usadas em inddstrias alimenticias e de racao incluindo
alcodis (etanol), aminoéacidos (glutamato monossaodico, lisina, treonina, fenilalanina,
triptofano), nucleotideos flavorizantes (acido 5-guanilico, acido 5-inosinico), acidos
organicos (acético, propidnico, fumarico, lactico), polidis (glicerol, manitol, xilitol),
polissacarideos (xantana), acUcares (frutose, ribose) e vitaminas (riboflavina,
cianocobalamina, biotina) (DEMAIN, 2000; RAJASEKARAN et al., 2008).

Metabdlitos secundarios sdo diferenciados dos primarios por ndo participarem
das reacbOes basicas fundamentais a sobrevivéncia dos microrganismos. S&o

produzidos na fase estacionaria, porém, também podem ser sintetizados durante o
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crescimento, sdo frequentemente bioativos e de baixa massa molecular (VINING,
1986; KELLER et al., 2005).

Produtos de metabdlitos secundarios sao reconhecidos em diversos seres
vivos. As plantas produzem variados metabdlitos secundéarios com variadas fungdes,
como protecdo a predadores e pigmentos importantes para a reproducgdo. Insetos
produzem metabdlitos para comunicacdo ou protecdo. Os fungos sdo grandes
produtores de metabdlitos secundarios como diversos tipos de enzimas e até
mesmo antibidticos (VINING, 1986).

Compostos pertencentes ao metabolismo secundario sdo geralmente formados
guando grandes quantidades de precursores de metabdlitos primarios sao
acumulados, tais como, aminoacidos, acetato, piruvato e outros. Metabdlitos
secundarios apresentam caracteristicas como distribuicdo taxonémica restrita, nem
todas as linhagens de uma mesma espécie sdo capazes de produzir determinado
metabdlito, ndo sdo essenciais para o crescimento e reproducdo do organismo,
condi¢Oes de cultivo, especialmente a composi¢cdo do meio, controlam a formagé&o
desses metabdlitos; sdo produzidos como um grupo de estruturas intimamente
relacionadas; podem ser superproduzidos e sdo codificados por conjuntos de genes
dispensaveis. (JAY, 2005; KELLER et al., 2005; MARTIN et al., 2005; YU; KELLER,
2005; NIGAM, 2009). Exemplos de metabdlitos secundarios usados na prética

clinica atualmente estdo representados na tabela 1.

Tabela 1. Metabolitos secundarios e suas respectivas funcgoes.

Metabdlito secundario Fungo produtor Principal utilizacédo

Penicilina Penicillium chrysogenum Antibacteriano
Alcaldides de Ergot Claviceps purpurea Tratamento para enxaq ueca

Cefalosporina Acremonium Chrysogenum Antibacteriano
Ciclosporina Tolypocladium nivenum Imunossupressor

Giberelina Fusarium moniliforme Hormdnio de crescimento de

plantas

Griseofulvina Penicillium griseofulvum Antifungico
Lovastatina Monascus ruber, A.terreus Hipocolesterolemiante

Fonte: BENNETT, 1998; JIANG; NA, 2000; MEYER, 2008, com adaptacdes.
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1.5 Farmacos provenientes de fungos

O grande momento da descoberta de compostos fungicos com atividade
antimicrobiana aconteceu em 1929 com a descoberta da penicilina por Sir Alexandre
Fleming, a qual foi consolidada apenas na década de 40 com seu uso em humanos.
No decorrer dos anos, muitos compostos, a principio estudados por sua atividade
antimicrobiana, foram comercializados ou potencialmente Uteis como antitumorais,
imunossupressores, antiparasitas, entre outros. A ciclosporina A e a ergotamina séo
exemplos de compostos flungicos que atualmente s&o comercializados como
farmacos, mas que inicialmente foram estudados com outros propositos. A
ciclosporina A, comercializada como imunossupressor em transplantes de érgaos, foi
inicialmente isolada do fungo Tolypocladium inflatum por sua atividade antifungica.
Ja a ergotamina, usada no tratamento de enxaquecas, foi obtida a partir de fungos
do género Claviceps, sendo descrita também como uma micotoxina causadora do
ergotismo em humanos e animais (DEMAIN, 1999; BUGNI; IRELAND, 2004).

Apesar dos interessantes compostos obtidos a partir de fungos, que chegaram
a ser comercializados como farmacos ou serviram de modelo para sintese quimica o
aumento do interesse das industrias farmacéuticas por moléculas bioativas
produzidas por esses microrganismos ocorreu nas Ultimas décadas com a
descoberta das estatinas, substancias capazes de controlar a taxa de colesterol
plasmético. A compactina (mevastatina) foi isolada em 1975 a partir do fungo
Penicillium brevicompactum e despertou o interesse dos pesquisadores visto a
possibilidade de inibicdo da producéo de colesterol, pois mimetiza um intermediario
envolvido em sua biossintese, inibindo competitivamente a enzima envolvida no
processo. Com a continuidade dos estudos, um homdlogo da compactina, a
lovastatina (Mevacor®), foi isolada a partir de culturas de Monascus ruber e de
Aspergillus terreus. Posteriormente foi sintetizado um analogo da lovastatina, a
simvastatina (Zocor®), que ingressou no mercado como primeiro farmaco
antilipémico (ou anticolesterolémico) sintético. Em 1993, a Pfizer, empresa
farmacéutica de grande porte, langou a atorvastatina (Lipitor®) e, em 2003, o FDA
(Food and Drug Administration) aprovou a rosuvastatina (Crestor®), outro farmaco
da classe das estatinas. Liderando a lista dos dez medicamentos mais vendidos no

mundo no ano de 2004 os quais totalizaram vendas superiores a 50 bilhdes de
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dolares estdo os redutores de colesterol Lipitor®, com 12 bilhdes de délares em
vendas, e 0 Zocor®, com cerca de 6 bilhdes de dblares em vendas (BASTOS, 2005;
VIEGAS JR; BOLZANI, 2006).

1.6 Antimicrobianos

Dentro dos grupos de metabdlitos secundarios produzidos por fungos, os
antimicrobianos, ou também chamados de antibiéticos, sdo 0s precursores mais
conhecidos atualmente. Esta notavel classe de compostos formam um grupo
heterogéneo de moléculas biologicamente ativas com diferentes estruturas e modos
de acdo. Atuam sobre DNA, RNA, sintese de proteinas, na funcdo da membrana
plasmatica, no transporte de elétrons, esporulagdo, germinacdo e muitos outros
alvos (DEMAIN, 2000). Tudo que evita ou danifica o encontro da droga
antimicrobiana com seu “alvo” (receptores de penicilina, unidade 30S e 50S dos
ribossomos, enzimas responsaveis pela sintese de parede celular, sintese de DNA e
de mRNA, entre outros) gera maior ou menor resisténcia. Os alvos geralmente sé&o
proteinas, quase sempre enzimas importantes para 0 metabolismo da célula
bacteriana. Assim, quanto mais especifico e estratégico para a célula for o alvo,
mais eficaz seréa a droga (SOUZA, 1998).

Apbés a descoberta da penicilina, entre outros agentes antimicrobianos,
levantou-se a hipotese de que doencas infecciosas poderiam ser erradicadas.
Porém, isso ndo foi verdadeiro, infecgbes continuam sendo a principal causa de
morte em todo mundo. A eliminagcdo dessas doengas tem sido dificultada por
diversas razbes como: a descoberta de novos patdgenos transmitidos;
microrganismos conhecidos portadores de determinadas mutacdes estdo sendo
selecionados para formas mais virulentas; sele¢do de resisténcia aos antibiéticos;
presenca de farmacos mais potentes causando efeitos prejudiciais aos pacientes;
dificuldade na adesdo em determinados tratamentos farmacolégicos; pacientes com
doencas cronicas que apresentam um sistema imune debilitado; falta de tratamentos
farmacologicos nao toxicos e efetivos (ECKERMAN; GRAHAN, 2000).

A resisténcia bacteriana pode ser transferida por mecanismos diversos,
podendo estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma populacdo ou de

diferentes populacdes, como da microbiota animal para a humana e vice-versa
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(NIJTEN et al.,, 1993). Mecanismos de resisténcia aparecem porque 0 genoma
bacteriano é extremamente dindmico, embora pequeno. Em geral as atividades
essenciais de uma bactéria sdo codificadas por um s6 cromossomo, e as nao-
essenciais, como a defesa contra drogas e a transferéncia génica, que levam a
recombinacdo, sdo codificadas por elementos moéveis (plasmideos, transposons e
integrons), que nado fazem parte do cromossomo (SOUZA, 1998).

A evolucgéo da resisténcia a antibitticos e outras drogas antimicrobianas foi, é e
provavelmente continuard a ser um dos grandes problemas da medicina, pois é
causada pela mutacdo espontdnea e recombinacdo de genes, que criam
variabilidade genética sobre a qual atua a selecdo natural dando vantagens aos
mais aptos. As drogas atuam como agentes seletivos (SOUZA, 1998).

Novas metodologias para o desenvolvimento de novos antimicrobianos tém
sido desenvolvidas. Porém, existem somente poucos novos antibidticos sendo
produzidos pelas industrias farmacéuticas atualmente. Portanto, a busca por novos
antibiéticos continua, a fim de combater patégenos emergentes, bactérias
resistentes, fungos resistentes e microrganismos previamente suscetiveis que
desenvolveram resisténcia (DEMAIN; ADRIO, 2008; LUCAS, 2008; TAKAHASHI et
al., 2008).

Desta forma o trabalho aqui apresentado, objetivou o isolamento de fungos
com atividade antimicrobiana do solo presente no Cerrado a partir de uma Unica
coleta de solo. Em seguida, os objetivos especificos foram: avaliar o potencial
antimicrobiano dos diferentes extratos brutos obtidos e determinar o perfil quimico

de cada amostra obtida.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostragem

Foi coletada uma pequena amostra de solo com massa aproximada de 30 g da
regido administrativa Vicente Pires, situada no Distrito Federal, capital da Republica
federativa do Brasil (15°50'08,11"S 48°00'16,89"W). A amostra foi preparada
adicionando-se 1 g da fragcdo do solo coletada em 0,9 mL de solugcdo salina

autoclavada, misturada em agitador por 2 min na velocidade 8 rpm.
2.2 Cultivo e isolamento fungico

O cultivo inicial do material foi realizado retirando-se 1 mL da solucéo
previamente preparada, em agar batata dextrose (BDA) (infusdo de batata 200 g.L™,
dextrose 20 g.L™ e agar 15 g.L™) distribuido e solidificado em placa de Petri estéril
com diametro de 150 mm, sendo o meio de cultura preparado de acordo com as
especificacdes do fabricante (Himedia), e esterilizado em autoclava vertical a 120 °C
por 20 min.

Apdés a aplicacdo das amostras, as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 27 +. 2 °C por 7 dias. Com o intuito de isolar as espécies fangicas foi
feito um novo repique retirando com uma alca descartavel estéril fragmentos das

duas colbnias, sendo feito cada um em placas separadas e com algas novas.
2.3 Identificag&o dos isolados fangicos

A identificagdo dos fungos foi feita analisando-se o aspecto macroscoépico,
microscopico da colbnia e por amplificagdo da regido intergénica transcrita (ITS).

Para andlise da macromorfologia, foi realizada cultura dos respectivos fungos
em agar BDA a 28 °C por 7 dias, ap0ds esse periodo foi avaliada a textura da colbnia,
sua tonalidade no verso e reverso e a presenca ou ndo de estruturas aéreas. Na
micromorfologia, foi realizado microcultivo em placa de Petri de 90 mm, cortando-se
um pedacgo do agar BDA posicionado em cima de uma lamina de vidro, com o auxilio

de uma alca descartavel de 10 pL inoculou-se cada fungo em um pedago diferente
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de &gar, posteriormente foi colocada uma laminula sobre o inéculo e colocados em
placas de Petri diferentes contendo dois pedacos de algodao umedecidos com agua
estéril. A placa foi incubada a 28 °C por 7 dias, apés esse periodo a laminula foi
desprendida do pedago de agar e colocada em uma nova lamina adicionando-se o
corante lactofenol azul de algodao (&cido latico 1000 g.L™, fenol 1000 g.L?, glicerina
1000 g.L*, azul-algoddo 2,5 g.L™!) para visualizacdo das estruturas microscopicas
em microscopio optico (NIKON, Japéo) utilizando-se o aumento de 400x (SIDRIM,;
ROCHA, 2004).

Para a identificagdo molecular por ITS, os fungos foram cultivados
primeiramente em agar BDA a 28 °C por 7 dias, apds esse periodo foi transferido
trés pedacos de 8 mm do fungo para 2 frascos de 250 mL contendo caldo BHI estéril
para cada fungo e cultivado por 7 dias a 28 °C em agitacéo orbital a 300 rpm, apos
esse periodo o material foi centrifugado e a parte celular foi coletada para extracdo

do DNA e realizacdo das PCR’s.

2.4 Extracdo do DNA fungico

A extracdo do DNA de cada fungo foi procedida de igual forma, sendo esta
realizada, macerando a parte celular com nitrogénio liquido (NL2), transferindo 200
mg do macerado celular para um tubo de 1,5 mL, em seguida foi adicionado 500
puL do tampao de digestdo NDB (250 mM sacarose, 50 mM KCI, 15 mM NacCl, 0,05
mM CaCl,, 3 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 15 mM Tris-HCI pH 7,5), agitado por
turbilhonamento por 1 min na velocidade 8 rpm, em seguida foi adicionado 400 pL
de fenol-cloroférmio (1:1) homogeneizado por inversdo, centrifugado por 5 min a
13.400 rpm, o sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo de 1,5 mL
e adicionado 350 pL de fenol-cloroférmio (1:1), homogeneizado por inverséo,
centrifugado por 5 min a 13.400 rpm, foi novamente transferido o sobrenadante para
um novo tubo de 1,5 mL e adicionado 300 pL de cloroférmio, homogeneizado por
inversao, centrifugado por 5 min a 13.400 rpm, coletado nhovamente o sobrenadante
e transferido para um novo tubo de 1,5 mL, adicionado 12,5 pL de acetato de sédio 3
M pH 5,2 com 225 pL de etanol 100%, homogeneizado por inversdo, centrifugado
por 15 min a 13.400 rpm, nessa etapa foi descartado o sobrenadante e o DNA foi

lavado adicionando 1 ml de EtoH 70%, homogeneizado por inverséo, centrifugado
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por 15 min a 13.400 rpm, descartado novamente o sobrenadante e ressuspenso em
100 pL de Tris-HCI 5 mM pH 7,5 (GONZALEZ; SCAZZOCCHIO, 1997 com
adaptacdes).

Ao final do processo de extragdo do DNA o material foi analisado em gel de
agarose na concentracdo de 1,2 %, para entdo visualizar a qualidade da extragéo,
evidenciando ou ndo degradacdes no DNA. Verificada a qualidade do mesmo, o
DNA dos dois fungos foi quantificado utilizando-se o equipamento Qubit Fluorometer

(Invitrogen) de acordo com as especificacdes do fabricante.

2.5 Identificagdo molecular fungica

A identificacdo molecular dos fungos foi realizada pela amplificacdo da regiéo
intergénica transcrita (ITS). Foi realizado a PCR com iniciadores especificos,
chamados iniciador direto ITS1 5’°CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A3’ (GARDES
et al., 1993), iniciador reverso ITS4 5TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC3’ (WHITE et
al., 1990). O volume final da PCR foi de 25 uL sendo preparado com 2,5 pyL de
tampédo Tag polimerase 1X, 0,6 pyL da enzima Taq polimerase (3 U/ pL), 2 yL de
dNTP (0,2 nM), 2,5 uL do iniciador ITS1 (25 pmol), 2,5 pyL do iniciador ITS4 (25
pmol), 1 uL de DNA e 13,9 pL de agua miliQ, Aspergillus terreus ATCC 20542 foi
usado como controle positivo e como controle negativo foi usado agua milli-Q (SMIT
et al., 1999).

As amostras foram colocadas em termociclador, sob programa de amplificacéo
com desnaturacéo inicial de 10 min a 95 °C. Seguido de repeti¢do de 40 ciclos com
permanéncia de 1 min a 94 °C para a desnaturagédo, 1 min a 55 °C para hibridagdo
dos iniciadores e 2 min a 72 °C para extensdo. Para a extensdo final do DNA, a
temperatura foi mantida a 72 °C por 10 min e, para manter as amostras conservadas
até o momento da estocagem, foi programado um periodo de 4 °C. Os produtos de
PCR foram visualizados em gel de agarose 0,9 % (SMIT et al., 1999).

Os produtos de amplificacdo foram purificados pelo kit (Cycle pure kit, E.Z.N.A)
em mini-colunas (Hibind DNA mini colum), e sequenciados em sequenciador
automético (Applied Biosystems, Hitachi). Para as reacdes de sequenciamento foi
utilizado o kit Big Dye terminator V3.1 kit for Applied Biosystems (Hitachi). As

sequéncias obtidas foram analisadas pelo programa DNA-Dragon (Dna Sequence
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Contig Assembler Software, SequentiX — Digital Processing), e comparadas com as
sequéncias de genes de microrganismos representados na base de dados do

Genbank (www.ncbi.nlm.gov/Genbank). Nos casos em que a identificagdo molecular

ndo apresentou resultados consistentes, esta foi complementada com os dados da

taxonomia convencional (Altschul et al., 1997 com adaptacgdes).
2.6 Avaliacao de antibiose em placa

Apoés o isolamento dos fungos, foi realizado um teste de triagem, denominado
teste de antibiose em placa, para avaliar se esses possuiam alguma atividade
antimicrobiana. Para o respectivo teste foi utilizado o método de antibiose em trago
cruzado (Figura 3), no qual se inocula o microrganismo a ser testado em um trago
vertical de uma placa de Petri e os microrganismos alvo em tragos perpendiculares a

este traco vertical.

Figura 3. Representagdo esquematica do teste de antibiose em placa.

. Microrganismo a ser testado

. Microrganismo alvo

Os fungos foram inoculados na forma de um trago vertical em agar BDA, em
seguida incubou-se por 7 dias em estufa bacteriolégica a 27 + 2 °C para que
atingissem sua fase estaciondria de crescimento. Entdo inoculou-se o0s

microrganismos alvo em traco perpendicular previamente crescidos em caldo Brain
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Heart Infusion (BHI) (infusdo de cérebro de bezerro 200 g.L ™, infusdo de coracéo de
boi 250 g.L™, peptona protease 10 g.L™, glicose 2 g.L™, cloreto de sédio 5 g.L ™ e
fosfato dissédico 2,50 g.L™) por aproximadamente 24 h a 37 °C. Foram utilizadas
para o teste de triagem bactérias de grande interesse clinico. Para o grupo das
bactérias Gram-positivas: Sthaphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212; Gram-negativas Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e
Escherichia coli ATCC 8739; perfazendo um total de 4 microrganismos testados.
Esses microrganismos alvo foram inoculados desde a extremidade da placa até 0,3
mm de distancia do crescimento fangico. Por fim, a placa foi colocada na estufa a
37 °C por 24 h, no caso de haver inibicdo, mediu-se a distancia entre o
microrganismo alvo e o fungo com uma régua milimetrada (HECK, 2007 com

adaptacdes).
2.7 Obtencao dos filtrados

Para realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana foi necesséaria a
obtencéo dos filtrados apés o crescimento fungico em meio liquido.

Na obtencdo dos filtrados, primeiramente foi retirado com uma ponteira com
diametro de 8 mm, trés fragmentos circulares de cada colonia previamente crescida
em &gar BDA a 27 °C por 7 dias, os fragmentos correspondentes ao fungo 1 e fungo
2 foram colocados separadamente para crescimento em dois frascos contendo 200
mL de caldo BHI cada um. Nos primeiros 7 dias a cultura foi incubada em estufa
bacterioldgica a 27 °C sem agitacé@o, apds esse periodo os frascos foram colocados
em agitacao orbital a 300 rpm por mais 7 dias, totalizando 14 dias de cultura.

Os cultivos foram colocados em tubos de 15 mL e centrifugados por 5 min a
11.000 rpm, com a finalidade de separar a parte celular da parte liquida. Apdés essa
separacdo os sobrenadantes foram coletados, e submetidos a filtragem em
membrana Milipore de 0,22 um, para remover possiveis contaminantes. Obteve-se
por fim 2 filtrados, um referente ao crescimento do fungo 1, que foi denominado de
filtrado 1, e o outro referente ao crescimento do fungo 2, denominado de filtrado 2.

Para controle da esterilidade dos filtrados, foi inoculado 1 mL de cada filtrado

em placas separadas contendo &gar tripticase de soja acrescido com 5% de sangue
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de carneiro e incubado a 37 °C a 24 h. Por fim, foi avaliado se houve crescimento de
algum contaminante bacteriano ou fungico.

Apo6s a confirmagdo da esterilidade, evidenciado pelo ndo crescimento de
contaminantes, os filtrados foram liofilizados, redissolvidos em agua miliQ, obtendo
por fim uma concentracéo final (de 556 mg.mL™ para o extrato 1 e 578 mg.mL™ para

o extrato 2), sendo por fim liberados para os testes de bioensaio.
2.8 Ensaio antimicrobiano por microdiluicdo

As suscetibilidades de microrganismos aos filtrados 1 e 2 foram determinadas
pelo método de microdiluicdo em caldo recomendado pelo “US National Committee
for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS), com adaptacfes. Foram testados 4
microrganismos, Sthaphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e Escherichia coli ATCC 8739, os
microrganismos testados foram cultivados em agar Mueller-Hinton (MH) (infusédo de
bife e coracéo 2.00 g.L™, caseina acida hidrolisada 17.50 g.L™*, amido 1.50 g.L™,
agar 17.00 g.L™Y) a 37 °C por 24 h. A partir desses cultivos foram preparadas
suspensdes celulares semelhantes a escala 0,5 de MacFarland, que é compativel
com 1.0 x 108 UFC/ml, essa suspens&o foi diluida na escala (1:100) em meio BHI
com a finalidade de obter uma concentracao final bacteriana de 1.0 x 10° UFC.ml™,

O bioensaio foi realizado em placa de 96 pogos com 100 pl da suspenséao
bacteriana previamente preparada em BHI e 50 pl de cada extrato, seguido por
incubacdo em leitor de microplaca a 37 °C por 16 h. Foram testadas apenas 2
concentracdes dos extratos, a concentracdo de 556 mg.ml™* e 278 mg.ml™* para o
filtrado 1, 578 mg.mI™* e 289 mg.ml™* para o filtrado 2, as diluicdes sempre foram
preparadas no mesmo meio de cultura (BHI). Foi usado como controle positivo 50 pl
de cloranfenicol (30 pg.ml™) acrescido de 100 pl da suspenséo de 1.0 x 10° UFC.ml
! ja para o controle negativo foi utilizado 100 ul da suspenséo de 1.0 x 10° UFC.ml*
previamente preparada em caldo BHI, acrescida de 50 pl de BHI. A leitura das
absorbéancias foram pontuais de 30 em 30 min automaticamente pelo leitor de
microplacas (PowerWave, BioTek), apds o resultado final os valores referentes a
leitura O h, 12 h e 16 h, foram calculadas as percentagens de inibicdo de cada

bactéria contra cada diluicdo e inseridas em uma tabela de 0 a 100%.
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2.9 Avaliacao do perfil quimico dos filtrados

Com a finalidade de diferenciar os possiveis compostos presentes no filtrado 1
e 2, foram realizadas avaliagbes por meio de métodos cromatograficos e por
espectrometria de massas.

A triagem dos compostos foi realizada em cromatografia por camada delgada
(CDD) (Figura 3) tendo como suporte (fase estacionaria) placas cromatograficas do
tipo (Merck 60 GF 254 compostas de silica gel), pré-moldadas com comprimento de
10 cm e largura de 5 cm. Foram aplicados 4 pocos em cada placa, contendo no
primeiro pog¢o 2 pL de L-triptofano servindo como aminoacido padrdo, no segundo
2 pL do meio de cultura puro (BHI), no terceiro 2 pL do filtrado 1 e no quarto pogo 2
pL do filtrado 2, sendo aplicados com distancia de 1 cm da base e 1 cm de espaco
das demais amostras. As placas foram secas a temperatura ambiente e em seguida
colocadas em uma cuba de vidro contendo a fase estacionaria composta de
isopropanol/acido acético/agua (75:30:15), no qual esperou-se a migracdo do
solvente até alcancar a marca de 9 cm. As placas entdo foram retiradas da cuba e
em seguida secas novamente a temperatura ambiente. Para cada placa foi aplicado
um revelador diferente, os reveladores foram aplicados com o auxilio de um
borrifador e secos logo em seguida com secador de cabelo. Para revelacdo dos
compostos foi utilizada ninhidrina para aminoacidos e aminas primarias, dragendorff
para aminas secundarias e alcaldides, Vanilina sulftrica para terpenos e derivados
policetideos e lampada UV de 365 nm para compostos aromaticos principalmente
flavonoides. Apos a revelacdo das placas foi medida a distancia percorrida por cada
composto com o auxilio de uma régua milimetrada de 30 cm e, posteriormente
calculado o fator de retengédo (Ry) de cada composto (COLLINS, 1993; WAGNER,;
BLADT, 1996).

A inspecdo das massas moleculares (MS) presentes nos filtrados foram
realizadas por espectrobmetro de massas do tipo MALDI TOF/TOF AutoFlex Speed
(Bruker Daltonics, Alemanha), operando no modo refletivo positivo. As fragfes foram
dissolvidas em uma matriz saturada de &cido a-cyano 4-hidroxi-cindmico em

acetonitrila, agua e acido trifluoroacético (2,5:2:0,5).
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Figura 4. Representagdo esquematica cromatograma obtido por CDD.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e caracterizacao das linhagens fungi  cas

A partir da fracdo coletada em solo, foram isolados 2 fungos, sendo esses
fotografados separadamente, com a finalidade de registrar 0 aspecto macroscopico
de cada colbnia (Figura 5).

Figura 5. Aspecto macroscopico do fungo 1 e 2, ap0s cultivo do material preparado da fracdo do solo
por 7 dias a 27 /. 2 °C em agar BDA.
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Apbés a avaliagdo do aspecto macroscopico dos fungos, ambos foram

cultivados em microcultivos para visualizagdo do aspecto microscépico (Figura 6).

Figura 6. Andlise de microscopia de luz, 1) e 2) fungo 1, 3) e 4) fungo 2, e respectivas estruturas
microscépicas ap6s crescimento realizado em microcultivo por 7 dias a 27 */. 2 °C em agar BDA. Foto
adquirida através do microscopio biolégico trinocular modelo E-200 (Nikon).

Apds avaliacdo macro e micromorfologica, os dois fungos foram caracterizados
como pertencentes ao género Penicillium sp., pois apresentaram na micromorfologia
estruturas caracteristicas do género, hifas hialinas septadas, conidiéforos em alguns
momentos simples e em outros ramificados, fidlides em forma de garra, conidios
esféricos formados a partir da extremidade no conidio previamente formado
(SIDRIM; ROCHA, 2004; KONEMAN et al., 2008). A classificacdo da espécie nao
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pode ser feita apenas pela avaliagdo micro e macroscopica, devida a grande
diversidade presente no género Penicillium sp. e por apresentarem caracteristicas
muito proximas entre as espécies, sendo entdo necessario o uso de técnicas

moleculares para esse tipo de classificacao.
3.2 Triagem em placa

A triagem em placa foi realizada com os 2 isolados fungicos na qual

evidenciou-se atividade antimicrobiana contra todas as bactérias testadas (Figura 7).

Figura 7. Avaliac&o de antibiose em placa realizado em agar BDA por 24 h a 37 °C, apds crescimento
fangico por 7 dias a 28 °C, a) fungo 1, b) fungo 2, e respectivos microrganismos alvos: 1) S. aureus
ATCC 25923, 2) E. faecalis ATCC 29212, 3) K. pneumoniae ATCC 13883 e 4) E. coli ATCC 8730.

sflanos
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A distancia de inibi¢cdo foi verificada entre todos os microrganismos testados, e

suas medidas foram registradas (Tabela 2).

Tabela 2. Distancia de inibicdo dos fungos 1 e 2 frente a quatro bactérias testadas.

_ _ Distancia de inibicao Distancia de inibicdo
Microrganismos alvos
Fungo 1 Fungo 2
S. aureus 3,9cm 5,6 cm
E. faecalis 4,1 cm 4,8 cm
K. pneumoniae 3,6 cm 4,5cm
E. coli 3,4cm 4,0cm

Os resultados obtidos pela metodologia de triagem em placa sugerem uma
maior capacidade de inibicdo contra bactérias Gram positivas, S. aureus, E. faecalis.
Porém, no teste preliminar também foi demonstrada atividade contra bactérias Gram
negativas. Estudo anterior relatado por Josy et al. (2010) realizado com 60 estirpes
de Penicillium, demonstraram uma maior capacidade de inibicdo em bactérias Gram
positivas. Porém, também foi evidenciado em algumas espécies como P.
decumbens, P. montanenses, P. paxilii, P. rugulosum a capacidade de inibir
bactérias Gram negativas, como foi observado no teste de antibiose em placa

realizado em nosso trabalho.

3.3 Caracterizagdo das espécies por método molecula r

A classificacdo das espécies foi realizada a partir da amplificacdo da regido
intergénica transcrita (ITS), na qual foi amplificada uma regido do DNA ribossomal
(ITS1-5.8S-ITS2). Para isto, foi utilizado como controle positivo o fungo Aspergillus
terreus ATCC 20542 e como controle negativo agua, revelando uma banda de 580
pb para o A. terreus, uma banda de 525 pb para os fungos 1 e 2. Para o controle

negativo ndo foi evidenciada nenhuma banda (Figura 8).
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Figura 8. Gel de agarose 0,9% do produto da amplificagdo da regido ITS. As letras indicam: M)

marcador molecular; C+) controle positivo A. terreus; 1) fungo 1; 2) fungo 2; e C-) controle negativo.

M C+1 2 C-M

As sequéncias obtidas do produto da PCR foram analisadas pelo programa
(BLAST) inseridas no GenBank, sediado no National Center of Biotecnology
Information (NCBI) (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et al., 1997), nos quais
ambos foram identificados como Penicillium citrinum e tiveram 100% de identidade
frente a 37 sequéncias, jA depositadas no banco de dados, de P. citrinum. Tais
resultados corroboraram os trabalhos de CORDOBA et al. (2002) e MENEZES et all.
(2010) nos quais métodos moleculares utilizando a analise do DNA permitiram
diferenciar espécies, uma vez que, marcadores moleculares sdo capazes de
detectar o polimorfismo existente entre as sequéncias de nucleotideos dos
organismos.

A partir dos resultados obtidos foi possivel constatar que ambos os fungos
selecionados pertencem ao filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem
Eurotiales, familia Trichocomaceae, género Penicillium e espécie Penicillium citrinum
(SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Fungos do género Penicillium apesar de serem historicamente 0s mais
investigados quanto ao seu metabolismo secundéario, ainda s&@o considerados
promissores para fornecer moléculas inéditas e bioativas (BRINGMANN et al., 2004;
DE SILVA et al., 2004; SASAKI et al., 2005; PROKSCH et al., 2008).

Estudo realizado por Ranic et al. (2006) reportaram que existe um grande
nimero de extratos de fungos e/ou produtos extracelulares com atividade
antimicrobiana, expecialmente de espécies de Penicillium sp. Entre outros, P.
breviocompactum, P. carneus, P. citrinum, P. crhysogenum, P. dipodomyis, P.
flavigenum, P. funiculosum, P. griseofulvio, P. nalgiovense, P. nordicum e P.
persicinum sao espécies relatadas como produtoras de antibiéticos, especialmente

de penicilina e griseofulvina.

3.4 Teste da atividade antimicrobiana em microdilui  ¢éo

A atividade antimicrobiana testada pela metodologia de microdiluigdo em caldo
evidenciou a capacidade de inibir em até 100% todas as bactérias testadas, S.
aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, K. pneumoniae ATCC 13883 e E. coli
ATCC 8730. O ensaio no qual se obteve maior capacidade de inibigcdo frente as
bactérias alvos foi com a concentracdo de 578 mg.mL™ obtido apés fermentacéo em
estado liquido do fungo 2 que, por sua vez, recebeu o nome de filtrado 2.

Os resultados obtidos e suas respectivas porcentagens de inibicdo estao

descritas nas figuras 9 e 10.
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Figura 9. Resultado do teste de microdiluicdo do filtrado 1 com as concentragfes: (a) 278 mg.mL’l e
(b) 556 mg.mL™ realizado em caldo BHI por 16 h a 37 °C em leitor de microplaca (PowerWave,
BioTek). O simbolo o indica o desvio padrdo. Foi usado como controle positivo o antibiético

cloranfenicol na concentracéo de 30 ug.mL’l e 0 meio de cultura BHI estéril como controle negativo
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Figura 10. Resultado do teste de microdiluicdo do filtrado 2 com as concentracdes: (a) 289 mg.mL'1 e
(b) 578 mg.mL™ realizado em caldo BHI por 16 h a 37 °C em leitor de microplaca (PowerWave,
BioTek). O simbolo o indica o desvio padrdo. Foi usado como controle positivo, cloranfenicol na

concentracéo de 30 ug.mL’l e 0 meio de cultura BHI estéril como controle negativo.

[

[

o
]

[y
o
=]

60

40 -

20 A

Percentagem de inibicio %
o 8

P &P o & o o
vy e -
\69 \94- & \Pff o @4
" e i yid 2 e
o S ke b !
\(0 (\nﬂ. -f) afﬁ (."b
UJQ' 4] 4\(,(" df“:d <0 A
Kl M S
& & & o
NS ¥ & &
0‘}& w\'bch 1(';"\
5|
& Q{,\}
*‘.'-"Q
120
100 -

Percentagem de inibicio %

80 -
60 -
40
20 -
o . : . . .

ke nY Y B
Q.Eéflu q;bdp Qﬁqﬂh ":.P éﬁ* '\*
N & & 2 Ry Kts
v ] &
&4‘3@ &9 ¢ & ot i (..Q;‘
) @ <& vf‘(& o X o
o e o o
o o chﬁ «
o o5 o




30

Os resultados obtidos sugerem que P. citrinum do qual se obteve o filtrado 2
possui uma maior capacidade de producdo de metabdlito, ou metabdlitos com
potencial antimicrobiano, e seu espectro de agdo tem uma maior efetividade contra
bactérias Gram negativas. Em um estudo realizado por PASTRE et al. (2007) os
autores relataram um metabolito secundéario da classe dos policetideos produzido
por Penicillium denominado citrinina H-1, com alta atividade bactericida quando
testada frente as bactérias Gram negativas E. coli e P. aeruginosa, metabdlito esse
isolado do fungo P. herquei.

LUCAS et al. (2007) evidenciaram atividade antimicrobiana do metabdlito
secundario esclerotiorina produzido por P. sclerotiorum contra as bactérias Gram
positivas S. aureus e S. pyogenes e Gram negativas S. typhimurium e E. coli contra
a levedura C. albicans.

A revisao na literatura relata que alguns compostos produzidos por P. citrinum
com atividade antibi6tica, como penicitrinol B e penicitrinone C possuem atividade
antioxidante (LU et al., 2008), penicitrinol C e E possuem atividade citotoxica contra
células leucemicas da linhagem HL-60 (CHEN et al., 2011), isocyclocitrinol A e 22-
acetylisocyclocitrinol A possuem atividade antibacteriana contra S. epidermidis e E.
durans (AMAGATA et al., 2003).

Apesar da identificacdo final dos fungos 1 e 2 serem a mesma, P. citrinum foi
evidenciada uma maior capacidade antibacteriana no extrato 2 quando comparado
ao extrato 1. No estudo realizado por OKAMI; HOTTA (1988), evidenciaram que
existem estirpes de uma mesma espécie de actinobactérias que produzem
antibiéticos diferentes, e estirpes de espécies diferentes que produzem o mesmo
antibiético. Em suma, a producdo de antibidticos pode ser estirpe-especifica e ndo
espécie especifica, conforme descrito por PADILHA (1998). Além disso, estas
discrepancias também podem ser explicadas pela variabilidade genética em nivel
intraespecifico (SUAY et al., 2000).

3.5 Analise quimica dos filtrados

O perfil quimico dos filtrados 1 e 2 avaliados pela metodologia de cromatografia

em camada delgada, foi util na deteccao de alguns compostos presentes nos
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filtrados, a metodologia foi realizada com a finalidade de direcionar a melhor
metodologia para isolamento do composto de interesse.

Ambos os filtrados apresentaram cromatogramas muito semelhantes, quando
revelados com os diferentes reativos reveladores ninhidrina, draggendorff, vanilina
sulftrica. Contudo, quando revelados com lampada UV de 365 nm o filtrado 2
apresentou a revelagéo de um composto diferente com Rf aproximado de 0,85.

A andlise inicial permitiu identificar a presenca de aminas primarias, alcaldides,
policetideos em ambos os filtrados, sendo a Unica diferenga quimica revelada com
0s reativos testados a presenca de compostos fendlicos no filtrado 2.

Fotos dos testes de coloracdo com ninhidrina, draggendorff, vanilina sulftrica e

com lampada UV estdo descritas na Figura 11.

Figura 11. Analise quimica de filtrados obtidos por dois isolados de fungos. Em 1) coloracdo com
ninhidrina, revelando uma intensa producdo de compostos derivados de prolina que séo
representados no teste pela cor amarela; 2) Coloracdo com vanilina sulfdrica revelando provaveis
policetideos, apresentados no teste com uma coloragdo rosa arroxeada; 3) Coloracdo com
draggendorff, no qual pode ser evidenciado possivel composto derivado de aminas secundarias, ou
alcaloides; 4) Resultado da revelagdo com lampada UV 365 nm, no qual pode ser evidenciado um
composto aromatico, possivel composto fendlico. Todos 0os compostos citados ndo aparecem no meio
de cultura (controle negativo) e estdo indicados pelas setas centrais. As letras indicam: T) L-
triptofano; M) meio de cultura BHI; 1) filtrado 1 e 2) filtrado 2.
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3.6 Analise de massas (MS) por espectrometriadoti  po MALDI TOF/TOF.

O espectro de massas do filtrado 1 apresentou as seguintes massas
moleculares (m/z): 353 Da, 388 Da, 404 Da, 410 Da, 442 Da, 454 Da, 459 Da, 476
Da, 650 Da, 861 Da, 877 Da e 893 Da. Sendo que dessas 12 massas adquiridas, 6
nao possuem referéncias na literatura de que sdo produzidas por fungos do género
Penicillium, sendo elas: 410 Da, 459 Da, 650 Da, 861 Da, 877 Da e 893 Da.

Espectro de massas do filrado 2 apresentaram as seguintes massas
moleculares (m/z): 353 Da, 404 Da, 410 Da, 416 Da, 420 Da, 441 Da, 442 Da, 527
Da, 528 Da, 552 Da, 571 Da, 861 Da, e 877 Da. Sendo que dessas 13 massas
adquiridas 7 ndo possuem referéncias na literatura de que sao produzidas por
fungos do género Penicillium sp., sendo elas: 410 Da, 420 Da, 441 Da, 527 Da, 552
Da, 861 Da e 877 Da.

Compostos que possuem referéncia de que sdo produzidos por fungos do
género Penicillium sp. e que apresentam massas moleculares iguais as encontradas

em nosso extratos foram listados na Tabela 3.
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Tabela 3. Compostos produzidos por fungos do género Penicillium sp. que possuem correlagédo entre
as massas encontradas na analise por espectrometria de massas dos filtrados de P. citrinum isolados

neste trabalho, e respectivos P. produtores. A comparacdo de massas foi realizada pelo banco de

massas KNApSAcK (http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/top.html).

Composto Penicillium e
Massa molecular ) Referéncia
Provavel produtor
. KIMURA et al.,
353 Da BREVICOMPANINE C P. brevicompactum
(2005).
NICOLETTI et al.,
388 Da 3-O-METHYLFUNICONE P. pinophilum
(2009).
ROMERO et al.,
388 Da SERANTRYPINONE P. thymicola
(2001).
KOMATSU et al,.
388 Da SCULEZONONE A Penicillium sp.
(2000).
o KOMATSU et al.,
404 Da SCULEZONONE B Penicillium sp.
(2000).
Penicillium sp. FO- OMURA et al.,
416 Da ISOCHROMOPHILONE |
2338 (1993).
NAKANO et al.,
442 Da PAXISTEROL P. paxili KAC 1843
(1988)
. Penicillium sp. SPC-
442 Da ANTIBIOTICO RP 1551-3 TOKI et al., (1999).
21609
JADULCO et al.,
442 Da COMUNESIN E P. expansum MK-57
(2004).
Penicillium sp. FO- OTOGURO et al.,
454 Da ARISUGACIN E
4259-11 (2000).
MEDENTSEV;
476 Da XANTHOVIRIDICATIN D P. viridicatum
AKIMENKO, (1998).
Penicillium sp. FO- OTOGURO et al.,
528 Da ARISUGACIN H
4259-11 (2000).
Penicillium sp.
528 Da F 13459 MUROI et al., (2001).
F13459
o MEDENTSEV;
528 Da RUBROSULPHIN P. viridicatum
AKIMENKO, (1998).

Das 12 massas que possuem referéncias na bibliografia, nenhuma foi descrita
em Penicillium citrinum, confirmando a descricdo de OKAMI; HOTTA (1988), que

evidenciou espécies diferentes de microrganismos produzindo 0 mesmo composto.



Portanto, todas as massas evidenciadas a partir da andlise por espectrometria de
massas que ndo possuem referéncias na bibliografia e, até mesmo, as que
possuem, sdo candidatas a terem atividade antimicrobiana pois, 0 meio em que foi
realizado o cultivo dos fungos desse trabalho foi um meio incomum para o cultivo de
fungos. E, segundo SUAY et al. (2000), altera¢gBes nas condi¢des de cultivo micelial,
tais como, o pH dos meios de cultivo, a disponibilidade de nutrientes, o tempo de
incubagdo, a auséncia ou presenca de luz, as condigcbes de aeragdo e agitacao
contribuem diretamente para a produgcdo de metabdlitos fungicos. Porém, se torna
necessario o devido isolamento do composto para poder entdo determinar qual a

sua respectiva massa molecular.

4. CONCLUSOES

A metodologia utilizada para isolamento de fungos com atividade
antimicrobiana a partir do solo foi aplicada com sucesso, tendo em vista a obtengéo
de dois fungos com potencial antibacteriano.

A identificacdo dos fungos utilizando técnicas moleculares como a PCR
mostrou-se adequada, principalmente com a utilizacdo dos iniciadores universais
ITS1 e ITS4 para a regido intergénica do DNA ribossomal. Porém, a analise
microscOpica e macroscopica de cada fungo se torna imprescindivel no
direcionamento do género fungico e para confirmar e complementar a identificacdo
molecular.

A metodologia de antibiose em placa foi aplicada com facilidade e foi
importante na deteccdo da possivel atividade antibacteriana de cada fungo, pois a
atividade evidenciada nesse teste foi confirmada por métodos mais sensiveis, como
0 método de microdiluicdo em caldo.

Ambos os fungos P. citrinum 1 e 2, apresentaram atividade antibacteriana
gquando testados seus extratos contra as bactérias S. aureus, E. faecalis, K.
pneumoniae e E. coli confirmada pela inibicdo de até 100% das unidades
formadoras de colénias (UFC), essa capacidade de inibicdo se torna bastante
interessante existindo entdo a possibilidade em se descobrir um novo composto com

atividade antibacteriana.
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Antimicrobial activity of metabolites of fungi isolated from soil.
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Abstract:

The microorganisms have been intensively studied for the acquisition of metabolites
with antimicrobial activities and to the increase in infections caused by multiresistant
microorganisms, the search or selection for the acquisition of new bioactive
molecules is indispensable. Fungi have received attention in this group since the
discovery of penicillin derived fungus Penicillium chrysogenum. In this context, the
aim of this work was to isolate fungi present in the soil from Brasilia-DF with
antibacterial activity. From the preliminary tests antibiosis plate were selected
isolates of fungi with potential antimicrobial capacity. The fungi were identified by
microscopic characteristics, the macroscopic and transcribed intergenic region
amplification (ITS). The two isolates were identified as Penicillium citrinum with 100%
identity when aligned with sequences from the database Genbank. Both P. citrinum
were grown in liquid fermentation then separated from the liquid part of the cellular
part, the liquid part was freeze dried and its extracts have been tested by the broth
microdilution method "U.S. National Committee for Clinical Laboratory Standards"
(NCCLS) against the Gram positive bacteria S. aureus ATCC 25923, E. faecalis
ATCC 29212, Gram negative K. pneumoniae ATCC 13883 and E. coli ATCC 8730,
which has been achieved the ability to inhibit up to 100% in all tested bacteria when
faced against the second filtrate. The results confirmed the antimicrobial potential
presented by fungi were isolated from soil, with the possibility of isolating

antimicrobial metabolites from these fungi studied.

Keywords: Soil fungi; Metabolites; Penicillium citrinum; antibacterial activity.



