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Resumo

A resisténcia bacteriana é uma séria preocupacéo de saude publica em escala global,
causando infeccbes cada vez mais desafiadoras de tratar, resultando em um alto
namero de o6bitos e impactos econdmicos significativos. Uma possivel abordagem
para combater essa questéo € o uso de fungos endofiticos, que possuem uma riqueza
de compostos bioativos, incluindo substancias com propriedades antimicrobianas.
Este estudo se concentrou em avaliar o potencial dos extratos brutos derivados de
fungos endofiticos encontrados no Pantanal pertencentes a géneros como Fusarium
e Acremonium para inibir o crescimento de bactérias multirresistentes. Por meio de
uma andlise preliminar utilizando cromatografia em camada delgada, foram
identificados compostos cumarinicos nos extratos acetato de etila de seis metabdlitos
fungicos. Essa identificacdo foi confirmada pela emissdo de fluorescéncia azul e
visualizacdo sob radiacdo ultravioleta de 365 nm. Todos os seis extratos fangicos
estudados demonstraram uma notavel atividade antimicrobiana contra cepas de
bactérias multirresistentes, incluindo Klebsiella pneumoniae KPC, Staphylococcus
epidermidis MDR, Escherichia coli MDR e Acinetobacter baumannii MDR. Entre eles,
um dos extratos de Acremonium sp., codificado como NF14, apresentou um
desempenho destacado. O extrato NF14 foi posteriormente submetido a uma coluna
de silica gel para cromatografia, resultando em fracbes mais puras. Estas fracdes
foram analisadas através de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
de 'H e 13C e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de
baixa resolucdo. Uma das fracBes revelou a presenca de 4cidos graxos insaturados e
saturados, com énfase em &cido oleico (C18:1, 32%), acido linoleico (C18:2, 18%),
acido palmitico (C16:0, 20,5%) e &cido esteérico (C18:0, 15%). Esses resultados
sugerem o potencial deste extrato como uma fonte viavel para a producédo em larga
escala desses compostos de interesse para a industria. As demais fracdes obtidas
apos o processo de cromatografia exibiram somente combina¢des complexas de
cOompostos organicos.

Palavras chave: Fungos endofiticos, atividade antimicrobiana, acidos graxos
insaturados



Abstract

Bacterial resistance is a critical global public health concern, resulting in increasingly
difficult-to-treat diseases, a high number of deaths, and significant economic
consequences. Endophytic fungi, which contain a multitude of bioactive chemicals,
including those with antibacterial capabilities, could be used to alleviate this issue. The
purpose of this investigation was to see if crude extracts obtained from endophytic
fungi found in the Pantanal could prevent the growth of multidrug-resistant bacteria.
Coumarinic compounds were discovered in the ethyl acetate extracts of six fungal
metabolites from the genera Fusarium sp. and Acremonium sp. using thin-layer
chromatography. The emission of blue fluorescence and visibility under 365 nm
ultraviolet radiation validated this identification. The antibiotic activity of all six fungal
extracts tested positive against strains of multidrug-resistant bacteria, including
Klebsiella pneumoniae KPC, Staphylococcus epidermidis MDR, Escherichia coli KPC,
and Acinetobacter baumannii MDR. Among these, one of the Acremonium sp. extracts,
encoded as NF14, performed exceptionally well. Following that, the NF14 extract was
processed to silica gel column chromatography, yielding purer fractions. These
fractions were examined using nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy for
1H and 13C, as well as low-resolution mass spectrometry coupled with gas
chromatography. Unsaturated and saturated fatty acids were found in one of the
fractions, with an emphasis on oleic acid (C18:1, 32%), linoleic acid (C18:2, 18%),
palmitic acid (C16:0, 20.5%), and stearic acid (C18:0, 15%). certain findings point to
the extract's potential as a feasible source for large-scale synthesis of certain
chemicals of industrial significance. Only complicated combinations of organic
molecules were found in the residual fractions obtained following the chromatography
process.

Keywords: Endophytic fungi, antimicrobial activity, unsaturated fatty acids
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Avaliacdo da Atividade Antibacteriana de Extratos de Metabdlicos de Fungos Endofiticos do Pantanal
Contra Bactérias Multirresistentes — Dissertacdo de Mestrado

1. INTRODUCAO

Ao identificar o potencial antibiético do fungo Penicillium, Fleming inaugurou uma
revolucao no tratamento de infeccbes, marcando a ascenséo de antibidticos e suas
contribuicdes inestimaveis para a medicina moderna. Essa descoberta ndo apenas
transformou a abordagem das doencas infecciosas, mas também inaugurou uma nova
era de tratamento médico e a bioprospecc¢do de novas moléculas antimicrobianas a

partir de microoganismos (Pereira & Pita, 2018).

Os agentes antimicrobianos sdo substancias naturais ou sintéticas que atuam
inibindo o crescimento ou causando a destruicdo de microrganismos. Sao utilizados
preventivamente e/ou terapeuticamente, constituindo um avanco farmacoldgico

significativo e generalizado. (Souza et al., 2010).

Uma das maiores problematicas atuais do sistema de salde sdo as resisténcias
bacterianas aos agentes antimicrobianos. Infec¢cdes e mortalidades causadas por
bactérias resistentes sdo cada vez mais presentes e causam um grave problema a
salude publica. As principais espécies relacionadas & essas infec¢cdes sédo
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudoamonas aureginosa e Acinotebacter baumannii. (Du et al., 2017,
Sun et al., 2017)

Algumas das maiores organizacdes globais de satude, como o Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), a Sociedade de Doencas Infecciosas da América, 0
Forum Econémico Mundial e a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) declararam que
a resisténcia aos antibiéticos € uma problemética mundial de satde publica (Spellberg
et al., 2016).

O mecanismo de acdo da resisténcia das bactérias aos antimicrobianos consiste
principalmente em modificac6es na molécula de antibiético, como a altera¢do quimica
ou a destruicdo do antibiotico, diminuicdo na permeabilidade da membrana e bombas
de efluxos que empurram a molécula do antibidtico para o meio extracelular (Munita
& Avrias, 2016).

Entre tanto, os fungos endofiticos sdo reconhecidos atualmente por varios
pesquisadores como uma Otima alternativa na obtencdo de novas substéancias
bioativas de relevancia medicinal. Existem numerosos relatos de fungos endofiticos

gue habitam uma ampla gama de espécies de plantas, esses microrganismos podem
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ser isolados de tecidos vegetais, desinfetados da superficie ou extraidos do interior

da planta. (Venieraki et al., 2017)

O termo endofito foi estabelecido pela primeira vez em 1896 por Bary como
qualquer organismo que vive no interior de uma planta. Porém os endoéfitos foram
definidos e entendidos como microrganismos que habitam tecidos e 6rgdos das
plantas sem causar nenhum dano, tendo assim uma interacdo mutualistica (Carroll,
1986; Petrini, 1991).

Eles produzem uma variedade de compostos bioativos, tais como ciclohexanos,
flavonoides, hidrocarbonetos, alcaloides, terpenos e quininos, com propriedades
antiinflamatdrias, antioxidantes, citotoxicas e antimicrobianas (Rana et al., 2019).
Também sdo relatados na literatura metabdlitos secundarios derivados de fungos
endofiticos com propriedades antibacterianas, antifingicas, inseticidas, antioxidantes,

citotoxicas e anticancerigenas. (Gupta et al., 2020)

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos endofiticos

Atualmente existe diversos estudos sobre sua bioprospeccéo e seu potencial para
produzir compostos bioativos com atividade antimicrobiana. Foi comprovado
compostos com atividade contra bactérias, fungos e virus (Chen et al., 2022). E
producdo de enzimas com atividade antiparasitaria, anticAncer e anti-inflamatoria
(Khan et al., 2017).

Recentemente mostraram que fungos endofiticos possuem potencial na producdo
de antibidticos naturais. Esses fungos demonstraram a capacidade de sintetizar
compostos ativos contra problematicas emergentes, tais como resisténcia bacteriana
e problemas oncoldgicos. Isso abri novas perspectivas para a descoberta de novos

medicamentos a partir desses endofitos. (Kohler & Genre, 2020)

Os fungos do género Acremonium ja vem sido alvo de estudo como fonte de
compostos bioativos. Ele é encontrado como endofitico em diversas plantas, e tem
sido associado a producdo de compostos que exibem potencial atividade

antimicrobiana e anti-inflamatoria (Gao et al., 2020).

11



Avaliacdo da Atividade Antibacteriana de Extratos de Metabdlicos de Fungos Endofiticos do Pantanal
Contra Bactérias Multirresistentes — Dissertacdo de Mestrado

Os fungos endofiticos do género Fusarium também tem sido associado a producao

de compostos bioativos com atividade antimicrobiana, e também estudos mostraram
citotoxicidade significativa contra linhagens de células tumorais humanas A549 com
valores de IC 50 de 8,7 e 4,3 uM, respectivamente (Chen et al., 2022).

Séao apresentadas na Tabela 1 algumas moléculas que possuem atividade contra
bactérias resistentes. A tabela demonstra a cepa dos fungos endofiticos, a planta
hospedeira da qual foram isolados, o habitat da planta hospedeira, tipo de extrato ou
metabdlito secundario com atividade antibacteriana, a cepa da bactéria patogénicas,
0 método utilizado para os testes antibacterianos e as referéncias utilizada (Radi¢ &
Strukelj, 2012).
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Tabela 1: Fungos endofiticos produtores de metabdlitos com atividade antibacteriana

Endophytic fungal Host plant(s) (family). Habitat of the host Crude extract/isolated Test bactenia Type of test
strain plant part or tissue plant metabolite
Phomopsts isolate Salix gracilistyla var. Acquisition number « Phomopsichalasin o B subcilis Disk diffusion assay
MF6031 Melanostachys 237-71-5282. o Enterococcus faecium
(Salicaceae); twig Wakehurst Place, UK o P geruginosa
o5 aureus
Unidentified Daphnopsis americana CGuanacaste « Guanacastepenes A-O o Methicillin-resistant Agar diffusion method
endophytic fungus (Thymelacaceae); Conservation Area in S aureus
CR115 branch Costa Rica « Vancomycin-resistant
E foecalis
Colletotrichum sp. Artemisio annua L ns » 6-1soprenylindole-3- o B subcilis Paper-disk assay on LB
(Asteraceae), stem carboxylic acid oS saureus
« 3b5a-Dihydroxy-6b- o Sarcina lutea
acetoxy-ergosta-7,.22- « Pseudomonas sp.
diene
« 3b5a-Dihydroxy-6b-
phenylacetyloxy-
ergosta-7.22-diene
* 3b-Hydroxy-ergosta-
5-ene
* 3-Oxo-ergosta-
4.68(14)22-tetraene
* 3b-Hydroxy-5a. 83~
epidioxy-ergosta-6.22-
diene
CGuignardia sp. Spondias mombin L. Pard and Rio de Janeiro « Ethyl acetate crude oS aureus Microtiter plate assay
(Anacardiaceae); leaf states, Brazil extract of culture broth o b coli
and twig
Colletotrichum Artemisia mongolica Zijin Mountain, the « Colletotric acid o B subeilis (Ehrenberg) Paper-disk assay on LB
gloeosporioides (Fisch. ex Bess ) Nakai suburb of Nanjing, Cohn
(Penz.) Penz. & Sacc. (Asteraceae); stem China o S aureus Rosenbach
o Sarcina lurea
Schroeter
o Pseudomonas sp.
13 isolates of Aspidasperma Rio de janeiro city o Ethyl acetate crude o £ coli (ATCC 25922) Bioautographic TLC
Phomopsis sp. tomentosum MART. (Morro do Entorno, extracts of cultivation o P aeruginasa (ATCC agar-overlay assay
(Apocynaceae); leaf Pedra do Mannheiro) broth 27853)
Spondias mombin L. and the Brazilian oS aureus (ATCC
(Anacardiaceae); twig Amazon forest near 25923)

Redengdo (Pard state)
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Periconia sp. OBW-15

Rhizocronia sp. strain

Fusarium sp. IFB-121

Phomopsis sp. strain
E02018

Aspergillus sp. strain
Y725

Taxus cuspidate Siebold
& Zuce (Taxaceae):
small branch

Cynodon dactylon (L)
Pers. (Poaceae); leaf

Quercus variabilis
Blume (Fagaceae); bark

Erythrina crista-galli L.
(Fabaceae); twig

Cynodon doctylon (L)
Pers. (Poaceae); leaf

Urospermum picroides
(L) EW. Schmidt
(Asteraceae); flower

Kangwon region, Korea

Jiangsu Province, China

Southern hillside of the
Zijin Mountain in the
eastern suburb of
Nanjing, China

Boraso Stream-Delta
del Parana, Argentina

Sheyang Port on the
Yellow Sea

Alexandna, Egypt

o Peniconicin A
o Periconicin 8

« Rhizoctonic acid

« Ergosterol

o 3B.5,68-
trihydroxyergosta-
7.22-diene

« Cerebroside 1
o Cerebroside 2

« Phomol

« Helvolic acid

« Ergosterol

« 3B-Hydroxy-5a Ba-
epidioxy-ergosta-622-
diene

o E coli (ATCC 25922)

o K. pneumoniae (IFO
13541)

o P vulgaris (ATCC
3851)

o S, typhimurium (ATCC
14028)

o & subnlis (ATCC 6633 )
o M. leureus (IFO 12708)
o 5. aureus (ATCC
6538p)

o S, epidermis (ATCC
12228)

o H. pylori (ATCC
43504)

o Five randomly
selected clinical strains
from antral biopsies
from children and
adults.

o B subtilis
o E coli

o Arthrobacter citreus
o Corynebocterium
msidiosum

» Pseudomonas
Sluorescens

o E coli

o B subrilis

« H. pylort (ATCC
43504)

« Five clinical isolates
obtained from antral
biopsies of child and
adult patients,

o B subcilis,

o P fluorescens,

o E coli,

oS lutea

oS aureus

o S epidermidis
oS aureus

o E faecalis

Twofold microtiter
broth dilution method

Agar dilution method

Liquid dilution method

Serial dilution assay

Disk diffusion method

Serial dilution assay
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Phoma sp.
NG-25

subthermophila
INFU/Hp/XF/348

Pichia guilliermondii

15 endophytic fungi
with antibacterial

activity

24 endophyrtic fungi
(with moderate
antibacterial activity)

Saurauia scaberrinoe
(Actinidiaceae); stem

Hypericum perforatum
L (Hypericaceae), stem

Ginko biloba L.
(Ginkgoaceae); twig

Parts polyphylia var.
yunnanensts (Franch)
Hand.-Mazz,
(Trilllaceae ); rhizome

Drocoena cambodiana
(Asparagaceae); leaf,
root and stem
Aquilaria sinensts
(Lour.) Spreng.
(Thymelseaceae); leaf,
root and stem

43 plant samples; leaf,
stem, root, rhizome,
flower, fruit and bark

Metilotus dentatus
(Waldst. & Kit.) Pers.
(Fabaceae); ns

Central highlands of
Papua New Guinea

Harwan, Jammu and
Kashmir, India

Jlangsu and Shandong
Provinces, China

Kunming, China

Jinghong city.

prefecture, Yunnan,

Two locations in the
National Park, Pahang,
Malaysia

Coastal area of the
Baltic Sea, Ahrenshoop,
Germany

o Usnic acid
o Cercosporamide

o 7-Amino-4-
methylcoumarin

« Helvolic acid

o Crude extract

o Crude ethyl acetate
extract from mycelium
and culture agar

o 4-Hydroxyphthalide,
S-methoxy-7-
hydroxyphthalide

o (3RAR)-cls-4-
hydroxymellein

o S, qureus (ATCC
25923)
o E coli (Life

Technology
18290-015)

« 5. Qureus ssp. qureus
(DSM 799)

o K. pneumoniae ssp.
oazuenae (DSM 681)

« P. aeruginosa (DSM
1128)

« Salmonella enterica
$5p. enterica (DSM
9898)

« E coli (DSM 682)

* 5. qureus

o E coli

o5, typhi

o S. typhimurium

o 5. enteritidis

o Aeromonas hydrophila
o Yersinia sp.

o V. anguillorum

o Shigella sp.

o V. parchaemolyticus

o E coli (ATCC 29425),
o B subtilis (ATCC
11562),

oS, aureus (ATCC 6538)

o S. hoemolyticus (ATCC
29970)

o B. subtilis As 1.308
o E coli As 1.355
oS aureus As 1.72.

o B subnlis (ATCC 6633)
o M. luteus (ATCC
10240)

o 5. aureus (ATCC
25923)

o E coli (ATCC 25922)

o P. aeruginosa (ATCC
27853)

o E coll

Disk diffusion assay

Disk diffusion method

Twolold serial
dilutions method

A modified micro-
dilution-colorimetric
assay, using the
chromogenic MTT
reagent

Agar diffusion test

Disc diffusion method

Disc diffusion method
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Chioridium sp. (JFH.
Beyma) W. Cams &
Holubovajchova

Alternania sp. strain
Jcms.2

Microdiplodia sp. strain
7092

strain 8875

strain 7177

Twenty-nine
identified
endophytic fungal

strains

F. solani 2, Rionectria sp
2
15 other strains

Trichoderma
ovolisporum PRE-5

Xylaria sp. NCY2

Axadirochta indica A
Juss. (Meliaceae): root

Sonneratia albe |LE
Semath
(Sonneratiaceae); keal

Erica arborea L
(Erxcaceae); ns

Evchons intré
Boiss, (Solanaceae): s

(Wn) ns

{Eucommiaceae); stem

Dendrobi sdiwesii
Rolfe (Orchidaceae; )
root, stem, and leaf

Panax notoginseng
(Burkall) FH.Chenex
CY. Wu & KM. Feng
{Araliaceae); root

Torreya jocks Chun
(Taxaceae)

Varanasi district, Indsa

Dong Zhai Cang
Mangrove Carden on
Hainan Island, China

Comera, Spain

Playa del Ingles,
Comera, Spain

Comera, Spain

Chengdu,

Nature Reserve of
Pogang. Xirgyl,
Cuizhou Province,

Yunnan Province.,

Jiangshi Nature
Rﬂenclnaco"mm

« Javanicin

o Xanalteric acid |
o Xanaltenc acd Il
o Altenusin

.xyc.mouec.

« Xylariolide D
« Taiwapyrone

o E colt

o Bacillus sp.
o P. geruginase
o P. fluorescens

o E col

o E foecium
o Enterococcis cloacos

oS aureus

o S pneumonia
o P. geruginosa
« K pneumonia

o E coli

o E coli

o E coli

o E coli,

o S oureus

o B subeilis

o P. ceruginose

« Salmonella ligmieres

o E coli [As1.355)

o S aureus (As 1.72)
o B subcilis (As 1.308)

o S oureus
o B cereus
o M huteus
o E coli

o E coli ATCC 25922,
o B subeilis ATCC 9372
o S cureus ATCC 25923

Microdilution method
in a 96-well microplate

Dilution assay

Agar diffusion assay

Agar daffusion assay

Agar diffusion assay

Agar daffusion test

Paper-disc diffusion

Paper-disc diffusion

Microdilution method
in a3 96-well microplate
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Aspergilian sp. strain
HABI0R12

Cuignardia sp. IFB-E028

Fesarium sp., Phoma
sp., Epicoccum

Colletotrichum
glocosporioides

Garcinia scorteching
(Clusiaceae ); root

(Clusiaceae); leaf, stem,
root, fruit, and fower

(Msq.) Miq.
(Cusiaceae); leaf, stem,
root, fruit, and flower

Hopea hamanensis
Mermill & Chun
(Dipterocarpaceac)

devonianum Paxton
(Oschidaceae): stem
and root

thyrsifforum
(Orchidaceae); stem
and root

Vitex negundo L
(Lamiaceae); leaf

Kuala Pilah Rain Forest,
Negeri Sembelan,
Malsysia

Hatnan Island, China

Longhing, Vietnam

Virudhunagar, Tamil
Nadu, India

Mangrove areas in the
south of Thailand in
Satun, Songkhla, Surat
Thani and Trang

o Crude ethyl acetate
extract of the culture
broth

« Filtered broth

o Hexane crude extract
« Ethyl acetate crude
extract

o Methanol crude
extract

« Ethyl acetate crude
extract of culture

« Ethyl acetate and
hexane extract of

fungal mycelium

o B, subtiles (ATCC 6633)
« E. coli (ATCC 25922)

o M. hateus (ATCC
10240)

o P. aeruginasa (ATCC
27853)

o S aureus (ATCC 6538)

o S cureus

.m'h
monocytogenes

o B. subeilis

* Acromonas kydrophila
oS Joecals

« H. pylori

o E coli
o B subeilis
o S aureus

oS curews (MTCC 3160)
o B subcilis (MTCC619)
o E coli (MTCC 4296)

o P. geruginosa (MTCC
2488)

« 10 clinxcal strains of S
ourees obtained from
Bose Clanical
Laboratory and X-ray
{India)

o S aureus ATCC25923
o A clinicol isolate of
MRSA SX1,

o E coli ATCC25922

o P. geruginase
ATCC27853

Disc diffusion method

Well diffusion assay

Agar dilution method

Agar diffusion method

Kirby-Baver disk
diffusion test;
Paper disk d:iffusion
method;

Broth microdsution
method i 2 96 well

mikrodilution method
according to a
modification of Clinical
and Laboratory
Standards Institute
(CLSI)M7-A4
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49 endophytic fung:
The most active of
the isolated strains:
Fusarium
strain YNDCOS
Fusarium axysporum
strain YNDC11
Dictyosporium

heptasporum stramn
YNDCO7

14 species, mainly:
Calletotnichum

glocosporioides,
Alternaria alternata,
Guignardia bidwelli,
Phomopsis archeri
and Drechslera
dematicidea
Phomopsis sp. (internal
strain no. §966)

Zlmhm:

howatiensis CZ315
(mont active isolated
strain RCM-02)

Drocoena Yunnan Province,

cochinchinensis (Lour. ) Hainan Province and

(Asparagaceae):

ns

Drocoena cambodiana

Pierre ex Cagnep

(Asparagaceace):

ns

Lippia sidoides Cham. Experimental Station

(Verbenaceae): of the Agropecuary

Leaves and stems Research Company of
Pernambuco in
Carpina-PE, Brazil

Notobasis ns

(Asteraceae)

Carcinia mangostana L Bogor Botanical

(Clusiacear); keaf and Cardens, Indonesia

small branch

Cistus salviifolius ns

(internal strain 7852)

(Cistaceae)

o Ethanol extract of
culture broth

o B subtilis (No. 1.0088)
o S aureus (No. 1.0089)
« E coli (No. 1.2385)

oS oureus
(ATCC-6538),

o B subtilis
(UFPEDA-16),

o E coli (ATCC-25922)

o E coli
« B megaterium

o S ourews (ATCC 25923)
o B. subcilis (ATCC 6613)
o E coli (ATCC 25922)

o P. aeruginosa (ATCC
27853)

o S. typhi (ATCC 14028)
o M. luteus (ATCC
10240)

o E coli,
« B megatenum

Agar well diffusion
method

Antimicrobial assay
using a solid medium
(Ichikawa et al. 1971)

Agar diffusion assays.

in a 96-well microplate

Disc diffusion method;
twolold micro titer
beoth dilution method

Agar diffusion method
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2.2 Resistencia bacteriana

Em 2017, a OMS publicou a sua primeira lista das superbactérias consideradas
mais letais e que ameagam a saude humana, no qual a segao “critica” se refere a
bactérias como Acinetobacter baumanni KPC e Enterobacterales resistente aos
carbapenémicos que inclui Klebsiella pneumoniae KPC e Escherichia coli KPC (OMS,
2017) conforme a tabela 2.

Tabela 2: Patdégenos prioritarios resistente aos antimicrobianos (OMS, 2017)

PRIORIDADE 2 ALTA:
Enterococcus faecium, resistente a vancomicina
Staphylococcus aureus, resistente a meticilina, com sensibilidade
Intermediaria e resisténcia a vancomicina
Helicobacter pylori, resistente a claritromicina
Campylobacter spp., resistente as fluoroquinolonas
Salmonellae, resistentes as fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporina, resistente as
Fuomquinolonas

PRIORIDADE 3 MEDIA:
Streptococcus pneumoniae, sem sensibilidade a penicilina
Haemophilus influenzae, resistente a ampicilina
Shigella spp., resistente as fluoroquinolonas

O perfil de resisténcia demonstrado por uma espécie bacteriana especifica tem
origem em categorias interpretativas que incluem a multirresisténcia (MDR),
resisténcia extrema (XDR) e pan-resisténcia (PDR). A multirresisténcia (MDR) é
caracterizada quando uma espécie bacteriana apresenta resisténcia a antibiéticos de
trés ou mais classes diferentes. Por outro lado, a resisténcia extrema (XDR) é
observada quando uma espécie bacteriana ainda mostra sensibilidade a antibidticos
de, no maximo, duas classes. Por fim, a pan-resisténcia (PDR) é definida quando uma

espécie bacteriana desenvolve resisténcia a todos os antibidticos disponiveis,
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independentemente de suas classes( Manual de Microbiologia Clinica para o Controle

de Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude", 2020).

A resisténcia aos antibiéticos é reconhecida como uma das mais graves ameacas
globais a saude humana no século XXI. Em 2019, os pesquisadores descobriram que
1,27 milhdo de pessoas morreram diretamente por causa da resisténcia bacteriana,
de acordo com analises de casos relacionados a antibioticos e resisténcia em 204
paises e regides em todo o mundo, e outros 4,95 milhdes de pessoas morreram por
causas associadas a resisténcia aos antibiéticos (Roope et al., 2019).

As geracdes de antibiéticos sdo uma forma de classificar os diferentes tipos de
antibioticos com base em sua estrutura quimica e espectro de atividade. Os
antibioticos de primeira geracdo sao geralmente mais antigos e tém um espectro de
atividade mais estreito, enquanto os antibioticos de geracdes posteriores sdo mais
recentes e tém um espectro de atividade mais amplo. Por exemplo, as cefalosporinas
de primeira geracdo sao eficazes contra bactérias Gram-positivas, enquanto as
cefalosporinas de terceira e quarta geracao tém um espectro de atividade mais amplo
e sdo eficazes contra bactérias Gram-negativas resistentes a antibiéticos de geraces

anteriores (Global antimicrobial resistence _WHO, 2022).

A pandemia exerceu uma sobrecarga significativa sobre os sistemas de saude,
resultando na alocacdo de recursos, equipes e foco predominantemente para o
diagnéstico e tratamento da COVID-19, em detrimento das atividades relacionadas a
identificacdo e administracdo da resisténcia antimicrobiana. Essa situacdo provocou
problemas substanciais na conducédo de pesquisas sobre a resisténcia antimicrobiana
e levou a reducéo de prioridade e, em alguns casos, a interrupcao dos programas de

monitoramento e gestdo de antimicrobianos (Rodriguez-Bafio et al., 2021).

O uso excessivo e inadequado de antibidticos é um fator chave na evolucéo da
resisténcia bacteriana e € fundamental reduzir seu uso para controlar essa tendéncia.
A prescricdo de antibidticos, o uso de doses inadequadas e a interrupcdo prematura
do tratamento séo a principal causa para a selecdo de bactérias resistentes. Além
disso, o uso indiscriminado de antibioticos em animais de producdo também
desempenha um papel importante na disseminacao da resisténcia bacteriana (Liu et
al., 2020).

O aumento de bactérias Gram-negativas que desenvolvem resisténcia as
carbapenemases € considerado uma questdo de saude publica de grande urgéncia,

especificamente a Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) pois
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esta ligada a um aumento significativo na mortalidade por resisténcia bacteriana. Além

de apresentar resisténcia, a antibiéticos habituais, como polimixinas, tigeciclina e

aminoglicosideos (Karaiskos et al., 2022).

A bactéria gram negativa Klebsiella pneumoniae é a principal causa de infec¢des
nosocomiais (Nordmann & Poirel, 2014). E relatado que ela é responsavel por 18% a
31% de todas as infeccbes nosocomiais do mundo e por 3% a 17% das infeccdes
adquiridas na comunidade. Em varios estudos, a mortalidade por K. pneumonia é

relatada entre 30% a 54% em unidades de terapia intensiva (Stefaniuk et al., 2016).

A colibacilose é uma doenca causada pela bactéria Escherichia coli, ocasionando
numMerosos prejuizos no ambito econémico para os frigorificos devido a condenacéo
de carcaca e também mortalidade e perda de desempenho das aves. (Santos &
Maristela, 2018)

Cerca de 80% das Infeccbes urinarias sdo causadas pela bactéria E. Coli (Marks
et al., 2020). Em uma amostra de 679 uroculturas positivas constatou-se que a E. coli
foi o microrganismo prevalente (58,9%) a infec¢cao foi predominante em pessoas entre

13 e 59 anos, com prevaléncia no sexo feminino (Masson et al., 2020).

Acinetobacter baumannii foi documentado como causa significativa de Infeccdes
de corrente sanguinea adquiridas em hospitais em pacientes com neoplasias
hematoldgicas (Shargian-Alon et al., 2019). Foi demonstrado em um estudo que entre
as infecgOes por microorganismos multirresistentes associados
a mortalidade de pacientes criticamente enfermos, Acinetobacter baumannii esta

entre as bactérias mais prevalentes (Gandra et al., 2019).

Um estudo apontou que a superabundancia de S. epidermidis encontrada em
alguns pacientes atopicos pode danificar e causar graves problemas a pele através
da expressdo de uma cisteina protease, sendo assim um grande problema pra saude
publica (Cau et al., 2021).

Durante a ultima década, o Staphylococcus epidermidis tornou-se um dos maiores
desafios em todo o mundo, ndo apenas por sua notavel capacidade de disseminagéo
dentro e entre hospitais e sistemas de saude, mas porque essas infec¢cdes causam
alta mortalidade e a resisténcia a quase todos os medicamentos usados atualmente
antibioticos, incluindo vancomicina. E fundamental buscar maneiras de controlar sua

disseminagéao (Cong et al., 2020)

21



Avaliacdo da Atividade Antibacteriana de Extratos de Metabdlicos de Fungos Endofiticos do Pantanal
Contra Bactérias Multirresistentes — Dissertacdo de Mestrado

As bactérias tém a capacidade de formar biofiilmes como um mecanismo intrinseco

de sobrevivéncia, 0 que resulta na disseminacdo ubiqua dessas estruturas na
natureza. Atualmente, essa ocorréncia tem implicacdes significativas tanto do ponto
de vista econémico quanto da saude publica, uma vez que ha um corpo crescente de
evidéncias que sugerem que os biofilmes desempenham um papel substancial na

patogénese de diversas infec¢des (Haiby, 2017).

Ha uma ampla variedade de doencas atribuidas ou relacionadas a infec¢des por
biofilmes, e alguns exemplos comuns incluem vaginite (Machado et al., 2016), colite
(von Rosenvinge et al., 2013), conjuntivite (Behlau e Gilmore, 2008), gengivite (Vieira
Colombo et al., 2016), uretrite (Delcaru et al., 2016), otite (como indicado em Post,

2001) entre outras.

Nos Estados Unidos, anualmente, ocorrem mais de 14 milhdes de infeccdes
associadas a biofilmes, resultando em um numero que excede 350.000 ébitos, uma
taxa de mortalidade semelhante a do cancer (Cowan, 2010).

3. OBJETIVOS
3.1 Gerais

Tendo isso em vista esse contexto, o objetivo geral do presente trabalho é avaliar
o potencial dos metabdlitos secundarios dos fungos endofitos isolados da planta
Aspilia grazielae Santos em inibir o crescimento de bactérias multiresistentes e

formadora de hiofilme.

3.2 Especificos

Cultivar os fungos enddfitos isolados da planta Aspilia grazielae em meios

solido e fermenta-los em meio liquido.

Isolar e recuperar os metabdlitos secundarios presentes nesses fungos

endofitos.
e Determinar o IC 90 e IC 50 dos extratos brutos recuperados.
e Purificar o extrato mais bioativo em cromatografia de coluna em silica.
e Caracterizar as fragcbes em uma Cromatografia de camada delgada.

¢ ldentificar os compostos por RMN 500 MHz (Ressonancia magnética nuclear)

e Espectrometria de Massas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Geral

Os solventes utilizados foram da marca Merck, Acros, Vetec, Dindmica, Simth
foram tratados conforme descrito na literatura [PERRIN & AMAREGO, 1988].

Para cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram utilizadas

cromatofolhas de aluminio — Silica Gel 60 F2s4 da Merck e Macherey-Nagel.

As revelacdes cromatograficas foram feitas com os reveladores: Camara de UV

(254 nm e 365 nm) Vapor de iodo e/ou solugdo de vanilina/ &cido sulfarico/ metanol.

Para o fracionamento em coluna foi utilizada, como fase estacionéaria, silica gel 60
(230-400 mesh ASTM) da Merck e silica gel 60 (70-230 mesh ASTM) da Acros.

Os solventes foram evaporados a pressao reduzida em rotaevaporador Fisaton
802D.

Os espectros de RMN foram realizados no aparelho Bruker Avance DPX-300 e
Bruker e Bruker Avance Neo 500. A referéncia interna foi ajustada a partir do sinal de

TMS e dos sinais relativos ao hidrogénio residual do solvente (CDClI3).

Cultivo, inoculacéo e coleta das amostras fermentadas foram feitas em camara de
fluxo laminar da Labconco, previamente esterilizada com alcool 70% e incidéncia de
luz UV. Para esterilizagdo dos materiais e meios de cultura foi utilizado a autoclave da

marca Phoenix modelo AV 50.

As fermentacgdes foram realizadas em incubadora refrigerada com agitacao, marca

Marconi, modelo MA 830/A e incubadora orbital da Tecnal modelo Incubadora Te-420.

4.2 Microrganismos

Os fungos endofiticos filamentosos dos géneros Fusarium e Acremonium s&o
provenientes da cole¢cdo de fungos do Laboratério de Bioguimica Geral e de
Microrganismos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS. Os fungos
endofiticos foram derivados de uma pesquisa de isolamento de fungos endofiticos da
espécie Aspilia grazielae santos, que é endémica das Morrarias do Urucum, Corumba,
MS. As coletas foram realizadas nos meses de outubro de 2015 e margo de 2016
(Weirich, 2020)
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4.3 Fermentacao
4.3.1 Meio de Cultura e Cultivo

Os fungos endofiticos selecionados para a fermentacéo foram trés espécies de
Acremonium spp e trés espécies de Fusarium spp. Eles foram denominados de acordo

com a regiao e o ambiente da planta (Weirich, 2020).
Cada amostra recebeu um cédigo, onde:

L/l = Ambiente Natural

T/N = Ambiente de reflorestacéo

R = Isolados da Raiz

F = Isolados da Folha

Sendo as amostras denominadas conforme a Tabela 3.

Tabela 3: Codigo dos fungos endofiticos provenientes do pantanal.

Fusarium spp Acremonium spp
LR4-11 NF-14
LR3-10 TR8-12
FI9-92 LF-17

4.3.2 Fermentacdo dos microorganismos

O meio de cultura BHI (Brain heart infusion) foi utilizado para a fermentacéo, com
1% de Ciprofloxacina como antibiético. Foi adicionado 350 mL de meio em enlemayers
de fermentacdo de 500 mL. Foram utilizados um enlemayer para cada réplica
biolégica. Foram fermentadas trés réplicas biol6gicas para cada fungo totalizando 1,05

litros de fermentacéo final por espécie.

Os fungos selecionados foram inoculados no meio BHI durante 10 dias em placas
de Petri para o crescimento em meio sélido. A partir desse meio sélido com o fungo ja
desenvolvido foi retirado um bloco do Agar do meio de 1cm x 1cm com auxilio de uma
haste esterilizada, e esse bloco foi inoculado em cada frasco de de BHI (Brain heart
infusion). Os frascos de fermentacéo foram colocados em uma camara rotativa a 29
°C e 140 RPM por 15 dias, permitindo o crescimento e a fermentacdo dos fungos
(Figura 1).
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Figura 1 : Metodologia da fermentacdo dos microorganismos

Crescimento em

meio sélido. BDA Crescimento em meio liquido.

BHI, 350 ml por réplica 15 dias em rotacio sob 140

RPM em 29 C°

4.3.3 Extracdo de metabolitos secundarios

Apés 15 dias, os frascos foram homogeneizados e os compostos de interesse
foram extraidos utilizando o solvente organico Acetato de etila. Foi adicionado 150 mL
de Acetato de etila e homogeneizados com o fermentado por pelo menos 5 min, para
obtencdo dos compostos de interesse. Esse fermentado foi filtrado em papel de filtro
de 44 pm. Foi repetido 3 vezes essa etapa, tendo 450 mL de fase organica e 350 mL

de fase aquosa totalizando 800 mL de liquido total.

O fermentado obtido foi separado em um funil de separacédo de 1L, foi formada
duas fases; Organica e Aquosa. A fase organica foi isolada e concentrada em um
rotaevaporador. O concentrado foi armazenado em micro tubos Eppendorfs, e filtrados
em um filtro de 22 um, a fim de tirar os resquicios de micélios presentes ainda na
amostra. Esse concentrado foi submetido a camara a vacuo durante 4 horas a fim de
tirar todo resquicio de solvente, e foi pesado identificado e armazenado em micro tubo

de plastico sob refrigeracao ilustrada pela figura 2 (Clementino et al., 2015).
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Figura 2 : Metodologia de extracdo de metabdlitos secundarios

N

Acetato de etila Fermentado com
solvente orginico

Rotaevaporacho da fase

Funil de s e orginica em 48 °C
isolando a fase organica

|

Extrato Bruto de metabdélitos
secundirios

4.4 Ensaios biolégicos

Os extratos brutos foram diluidos em 1 mL de Agua autoclava com DMSO
(Dimetilsulfoxido) a 2%, para a avaliacdo da atividade inibitoria dos extratos frente as

bactérias patogénicas.

4.4.1 Determinacao dos IC’s 90 e 50

Cepas de Acinetobacter baumannii MDR (Multidrug-resistant) formadora de
biofilme, Staphylococcus epidermidis MDR (Multidrug-resistant), , Klebsiella
pneumoniae carbapenemase KPC, , Escherichia coli carbapenemase KPC e isolados
clinicos de Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli
foram utilizados para a realizacdo dos testes antimicrobianos. As bactérias foram
plagueadas em meio Mueller-Hinton-agar (MHA) e incubadas a 37 °C durante

aproximadamente 18h. Apds este periodo foram selecionadas trés col6nias isoladas
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de cada bactéria e inoculadas em 5 mL de caldo Mueller-Hinton (MHB) e incubadas

em agitador sob rotacdo de 200 rpm a 37 °C, overnight. As leituras para analise de
crescimento bacteriano foram lidas em um espectrédmetro a 600 nm utilizando 1 mL

de cada réplica e diluidas para 5x10°

A determinacgéo dos IC’s 90 e 50 foram realizados de acordo com o protocolo
estabelecido pelo CLSI (Wayne, 2012) por meio do método de diluicio em
microplacas de 96 pogos. Trés réplicas técnicas foram organizadas nas microplacas
a uma concentracgdo bacteriana final de 5x10° ufc.mL™1. O extrato bruto foi testado em

concentragées que variam de 35 a 0,3 mg. mL™.

Como controle positivo foi utilizado ciprofloxacina e Gentamicina nas
concentraces de 128 ug. mL! enquanto que a suspencdo bacteriana em MHB foi
utilizada como controle de crescimento. As microplacas foram incubadas a 37 °C
durante 18h e as leituras foram realizadas em leitor de microplacas sob a densidade
optica (D.O) de 600 nm apds o tempo de incubacdo. Todos os experimentos foram

desenvolvidos em triplicata e expressos com desvio padrao (Figura 3).

Figura 3: Metodologia da determinacéo dos IC’s 90 e IC’s 50.

=) Gl L= b facd tad Ced
16ni soladas <
Coldniasiso 2 Pré - indculo Dilukg3o 2-128ug,mL
SAQUFC/mL Sx10° SACUFC/mL*

37" C/18-24n 0D 600nm

4.4.2 Biofilme

Diluigbes 1:100 da cultura bacteriana crescida durante 18h em meio Luria

Bertani,incubadas em meio BM2 [62 mg de tampé&o fosfato de potassio (pH 7), 7 mg
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de (NH42S04), 2 mg de MgS0O4, 10 mg de FeSO4 e 0,4% de glucose] em microplacas
de 96 pocos por 24 h a 37 °C.

Em seguida, as células plancténicas foram removidas e 0s po¢os da microplaca
foram lavados duas vezes com agua desionizada. As bactérias aderidas aos pogos
da microplaca foram coradas com 100mL de cristal violeta a 0,1% durante 20 minutos.
As microplacas foram lavadas duas vezes com agua desionizada, secas ao ar e

ressolubilizadas com 110 mL de etanol a 70%.

O conteudo da microplaca sera transferido para uma nova microplaca e o controle
inibitério do extrato bruto contra os biofilmes foi acessado a 595 nm em um leitor de

microplacas.

4.4.3 Anélise quimica dos extratos

Aliquotas do extrato com melhor atividade antibiotica (extrato bruto acetato de etila
do liquido metabdlico) foi analisada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
em cromatofolhas de aluminio TLC contendo Silica Gel 60 F254 (Merck), 60mm x
100mm. Visando a separacdo em coluna cromatografica, e identificacdo de
metabolitos secundarios no extrato mais bioativo, foram utilizados diversos eluentes
em diversas proporcdes. O melhor sistema de eluente foi a mistura Hexano/Acetato
de Etila. Os cromatogramas migraram em cubas previamente saturadas e as placas
de cromatografia foram reveladas em camara de UV, iodo e solucdo metandlica de

vanilina sulfdrica.

O extrato bruto foi eluido em coluna cromatografica de silica gel com uma mistura
eluente de Hexano e Acetato de etila, em um gradiente de 100% Hexano a 15%
Hexano/ 85% de Acetato de etila. As fracdes foram coletadas em tubos de ensaio.
Algumas fracdes que se mostraram mais puras foram reunidas para analise em RMN
de 'H e de °C.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fermentacao

Foi realizada a fermentac&o de seis amostras de fungos dos géneros Fusarium spp

e Acremonium sp.
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Foi determinado 15 dias sob 29 C° em 140 RPM (Rotacdo por minuto) pois séo

condicdes favoraveis para obtencdo de metabdlitos bioativos na fermentacdo como ja
foi observado em estudos de fermentacdes de fungos endofiticos (Maria, et al., 2005;
Agostini, 2016; Alberto, et al., 2009).

Foram obtidos os respectivos extratos brutos, cujas massas estdo apresentadas na
Tabela 4.

Tabela 4: Biomassa dos extratos brutos apos a fermentacao.

Massa do extrato

Fungo Caodigo bruto(mg)
LR4-11 452
Fusarium spp. LR3-10 425
F19-92 655
NF-14 303
Acremonium spp. TR8-12 199
LF-17 256

5.2 Determinagao da concentragao inibitoria de 90% e 50% (IC’s 90 e IC’s 50)
5.2.1 Bactérias plancténicas

A concentracdo minima inibitdria foi determinada de acordo com a disponibilidade
de cada extrato bruto apds a fermentacéo, as concentracdes dos extratos variam entre
35, 25, 15 e 10 mg.mL1. Os antibiéticos escolhidos para os ensaios foi 0 Gentamicina
e Ciproflaxina, e foram usados de acordo com a concentracdo ja estabelecida para
sua atividade inibitéria a 128 ug.mL1. Os ensaios biolégicos foram lidos no Leitor de
Microplaca da KASVI sob uma D.O (Densidade 6ptica) de 600 nm.
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Tabela 5: IC’s 90 e 50 dos extratos brutos.

Cepas bacterianas

Escherichia coli

Escherichia coli
MDR

Staphlococcus
epidermidis MDR

Staphlococcus
epidermidis

Acinotebacter
baumannii MDR

Klebsiella
pneumoniae

Klebsiella
pneumoniae KPC

LR4-11

15+ 3,75
IC 90

15+ 3,75
IC 90

15+3,75
IC 50

15+ 0,93
IC 50

S/

15+ 3,75

IC 90

15+7,5
IC 90

LR3- 10
15+3,75

IC 50

S/l

15+7,5

IC 50

15+1,87
IC 50

S/l

15
IC 90

S/l

IC 90 e IC 50 (mg.mL™?)
Acremonium spp.

Fusarium spp.

F19-92

30+3,75
IC 50

30+ 15
IC 50

3075
IC 50

30 +1,87
IC 50

30+7,5
IC 50

15
IC 90

15
IC 90

NF-14

35+4,37
IC 90

10+2,5
IC 90

10+0,156
IC 90

10+1,56
IC 90

10+1,56
IC 50

10+0,078
IC 50

10+0,312
IC 90

TR8-12

3548,75
IC 50

S/l

3548,75
IC 90

35%8,75
IC 50

30+0,93

IC 90

S/l

30+0,93
IC 50

LF-17
S/l

S/l

35%8,75
IC 90

35+2,18
IC 50

35+17,5

IC 50

S/l

S/l

As figuras 4 ao 20 podem ser interpretadas da seguinte forma, a primeira coluna

verde € o controle de crescimento, apenas o crescimento bacteriano. As colunas em

laranja representam o controle positivo, sendo o crescimento bacteriano frente ao

antibiético. E as colunas azuis representa o crescimento bacteriano frente aos

metabdlitos secundarios dos fungos. A legenda embaixo representa a concentracéo

dos metabdlitos secundarios e dos antibiéticos (mg.mL™1).
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Figura 4: Crescimento bacteriano da Staphlococcus epidermidis MDR frente ao

extrato bruto do fungo NF14.
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O extrato bruto do fungo Acremonium sp (NF14) teve um ensaio na concentracao
de 10+0,078 mg.mL™, contra Staphlococcus epidermidis MDR. Seu IC 90 foi em
0,156 mg.mL%, e em até 0,078 mg.mL™* o extrato teve um controle de mais de 85%
do crescimento bacteriano. Ciproflaxicina foi o antibiético utilizado como controle

positivo na concentragédo de 128 pg.mL* (Figura 4).

Figura 5: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae KPC frente ao extrato
bruto do fungo NF14.
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O extrato bruto do fungo do Acremonium sp (NF14) teve um ensaio na concentracéo
de 10+0,078 mg.mL™, contra Klebsiella pneumoniae KPC. Seu IC 90 foi em 0,312
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mg.mL*, e em até 0,156 mg.mL? o extrato teve um controle de mais de 85% do

crescimento bacteriano. Ciproflaxina foi o antibiotico utilizado como controle positivo

na concentracdo de 128 pug.mL* (Figura 5).

Figura 6: Crescimento bacteriano da Escherichia coli KPC frente ao extrato bruto do
fungo NF14
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O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (NF14) teve um ensaio na concentracao
de 10+0,078 mg.mL, contra Escherichia coli KPC. Seu IC 90 foi em 2,5 mg.mL?, e
em até 1,25 mg.mL™* o extrato teve um controle de mais de 50% do crescimento
bacteriano. Ciproflaxina foi o antibidtico utilizado como controle positivo na

concentragdo de 128 pg.mL* (Figura 6.).
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Figura 7: Crescimento bacteriano da Escherichia coli frente ao extrato bruto do
fungo NF14.
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O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (NF14) teve um ensaio na concentracao
de 35+0,54 mg.mL1, contra Escherichia coli. Seu IC 90 foi em 4,37 mg.mL™%, e em até
0,54 mg.mL"! o extrato teve um controle de mais de 75% do crescimento bacteriano.
Gentamicina foi o antibiético utilizado como controle positivo na concentracdo de 128

ug.mL* (Figura 7).

Figura 8: Crescimento bacteriano da Staphlococcus epidermidis frente ao extrato

bruto do fungo NF14.
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O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (NF14) teve um ensaio na concentracao
de 25+0,39 mg.mL, contra Staphlococcus epidermidis. Seu IC 90 foi em 1,56 mg.mL"
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1, e em até 0,39 mg.mL? o extrato teve um controle de mais de 75% do crescimento

bacteriano. Gentamicina foi o antibidtico utilizado como controle positivo na

concentracéo de 128 ug.mL* (Figura 8).

Figura 9: Crescimento bacteriano da Staphlococcus epidermidis MDR frente ao

extrato bruto do fungo TR812.
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O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (TR812) teve um ensaio na concentracao
de 35+1,09 mg.mL, contra Staphlococcus epidermidis MDR. Seu IC 90 foi em 8,75
mg.mL?, e em até 2,18 mg.mL* o extrato teve um controle de mais de 75% do
crescimento bacteriano.Ciprofloxacina foi o antibiotico utilizado como controle positivo

na concentracdo de 128 pug.mL* (Figura 9).
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Figura 10: Crescimento bacteriano da Acinotebacter baumannii (MDR) frente ao

extrato bruto do fungo TR812.
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O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (TR812) teve um ensaio na concentracao
de 30+0,46 mg.mL?, contra Acinetobacter baumanni (MDR). Seu IC 90 foi em 0,93
mg.mL?, e em até 0,46 mg.mL?® o extrato teve um controle de mais de 60% do
crescimento bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibidtico utilizado como controle positivo

na concentracdo de 128 pug.mL* (Figura 10).

Figura 11: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae KPC frente ao extrato
bruto do fungo TR812.
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O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (TR812) teve um ensaio na concentracao
de 30+0,46 mg.mL"1, contra Klebsiella pneumoniae KPC. O extrato apresentou um IC
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50, em 0,93 mg.mL2. Ciprofloxacina foi o antibiético utilizado como controle positivo
na concentragcdo de 128 pug.mL* (Figura 11).

Figura 12: Crescimento bacteriano da Staphlococcus epidermidis MDR frente ao
extrato bruto do fungo LF17.
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O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (LF17) teve um ensaio na concentracao
de 35+0,54 mg.mL%, contra Staphlococcus epidermidis MDR. Seu IC 90 foi em 8,75
mg.mL?, e em até 1,09 mg.mL? o extrato teve um controle de mais de 80% do
crescimento bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibiético utilizado como controle positivo

na concentracdo de 128 pug.mL* (Figura 12).

Figura 13: Crescimento bacteriano da Escherichia coli KPC frente ao extrato bruto
do fungo LR411.
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O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR411) teve um ensaio na concentracao de
15+0,23 mg.mL1, contra Escherichia coli KPC. Seu IC 90 foi em 3,75 mg.mL, e em
até 0,93 mg.mL?! o extrato teve um controle de mais de 70% do crescimento

bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibidtico utilizado como controle positivo na

concentragdo de 128 pg.mL* (Figura 13).

Figura 14: Crescimento bacteriano da Escherichia coli frente ao extrato bruto do

fungo LR411.
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O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR411) teve um ensaio na concentracao de
15+0,11 mg.mL?, contra Escherichia coli. Seu IC 90 foi em 3,75 mg.mLY,.
Ciprofloxacina foi o antibiético utilizado como controle positivo ha concentragdo de 128

ug.mLt (Figura 14).
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Figura 15: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae frente ao extrato bruto
do fungo LR411.
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O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR411) teve um ensaio na concentracao de
15+0,23 mg.mL™, contra Klebsiella pneumoniae. Seu IC 90 foi em 3,75 mg.mL™%, e em
até 0,9 mg.mL"! o extrato teve um controle de mais de 50% do crescimento bacteriano.
Ciprofloxacina foi o antibi6tico utilizado como controle positivo na concentragcéo de 128

ug.mL* (Figura 15).

Figura 16: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae KPC frente ao extrato
bruto do fungo LR411.
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O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR411) teve um ensaio na concentracao de
15+0,23 mg.mL™, contra Klebsiella pneumoniae KPC. Seu IC 90 foi em 7,5 mg.mL™?,
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e em até 1,8 mg.mL™* o extrato teve um controle de mais de 50% do crescimento

bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibidtico utilizado como controle positivo na
concentracéo de 128 ug.mL ! (Figura 16).

Figura 17: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae frente ao extrato bruto
do fungo LR310.
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O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR310) teve um ensaio na concentracao de
15+0,23 mg.mL, contra Klebsiella pneumoniae. Seu IC 90 foi em 15 mg.mL™.
Ciprofloxacina foi o antibiético utilizado como controle positivo ha concentragdo de 128

ug.mLt (Figura 17).
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Figura 18: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae frente ao extrato bruto
do fungo F1992.
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O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (FI992) teve um ensaio na concentracdo de
15+0,23 mg.mL%, contra Klebsiella pneumoniae. Seu IC 90 foi em 15 mg.mL?, e em
até 3,75 mg.mL?! o extrato teve um controle de mais de 50% do crescimento
bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibiético utilizado como controle positivo na

concentragdo de 128 pg.mL* (Figura 18).

Figura 19: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae KPC frente ao extrato
bruto do fungo FI992.
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O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (FI992) teve um ensaio na concentracao de

15+0,23 mg.mL™, contra Klebsiella pneumoniae KPC. Seu IC 90 foi em 15 mg.mL™?, e
em até 7,5 mg.mL? o extrato teve um controle de mais de 60% do crescimento
bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibiético utilizado como controle positivo na

concentragdo de 128 pg.mL* (Figura 19).

5.2.2. Biofilme

A bactéria utilizada no ensaio de biofilme foi a Acinotebacter baumannii (MDR)
Formadora de biofilme. O extrato bruto do fungo do género Acremonium sp. NF14
teve um ensaio na concentracdo de 25+0,19 mg.mL%, contra Acinotebacter baumannii
(MDR) Formadora de biofilme. Seu IC 90 foi em 12,5 mg.mL, e em até 1,56 mg.mL"
1 0 extrato teve um controle de mais de 50% da formacéo de biofilme. Ciprofloxacina
foi o antibidtico utilizado como controle positivo na concentracdo de 128 pg.mL?
(Figura 20).

Figura 20: Formacao de biofilme da Acinotebacter baumannii MDR frente ao extrato
bruto do fungo NF14.
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A etapa inicial no processo de encontrar um novo antibiético a partir de um fungo
endofitico é a identificacdo de um efeito antibacteriano presente em um extrato bruto
do caldo de cultura ou do micélio de um fungo endofitico. Muitas vezes acontece que
as substancias que compdem um extrato bruto ndo tém uma atividade antibacteriana
potente por si mesmas, mas atuam sinergicamente em uma mistura. E crucial,
portanto, a experiéncia e analise da estrutura do metabdlito mais potente, o que
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de um novo antibiético com

potencial terapéutico (Radi¢ & Strukelj, 2012).

Os resultados do IC’s 90 e 50 dos isolados do fungo endofitico Fusarium sp. e
Acremonium sp. contra a Escherichia coli ja foram observados em outros estudos,
como o de Widjajanti et al., 2021. Nesse estudo foram investigadas as atividades
antibacterianas dos metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos de
Paederia foetida L., contra bactérias patogénicas, incluindo Escherichia coli
ATCC8739.

Dos sete isolados obtidos, o Fusarium sp. (isolado denominado SL1) e
Acremonium sp. (isolado denominado SL6) se destacou por apresentar atividades
inibitorias contra a E. coli ATCC8739. Os metabdlitos secundarios extraidos desses
isolados demonstraram atividades antibacterianas com valores de Concentragcao
Inibitéria Minima (MIC) de 250 pg/mL do SL1 e 125 pg/mL para o extrato de SL6.
Corroborando com os resultados dos fungos do género Fusarium contra Escherichia
coli e Escherichia coli KPC (Widjajanti et al., 2021).

Outro estudo que mostrou o potencial de um fungo endofitico do género Fusarium
contra Escherichia coli, foi o de Xu et al., 2008. Nesse estudo extratos de fungos
endofiticos isolados dos rizomas da planta medicinal tradicional chinesa Dioscorea
zingiberensis apresentaram atividade antibacteriana. Um dos isolados, identificado
como Fusarium redolens, demonstrou uma atividade antibacteriana mais potente
entre os fungos isolados. Corroborando com os extratos do Fusarium sp. que exibiu
atividade inibitéria contra a bactéria Escherichia coli, com concentracdes inibitorias
minimas (MIC) variando de 31,25 pg/mL a 125 pg/mL. (Xu et al., 2008).

A pesquisa conduzida por (Ibrahim et al., 2018) revelou uma descoberta promissora
isolando uma molécula do Fusarium chlamydosporium, denominada Fusarithioamide
B, onde ela apresentou uma notavel atividade inibitoria contra Escherichia coli. Os

resultados os do diametro da zona de inibi¢céo (1ZD) foi de 25,1 + 0,60 mm, e os valores
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da Concentracéo Inibitéria Minima (MIC) foi de 3,7 + 0,08 mg.mL contra a E. coli

mostrando 6timos parametros. Os resultados deste estudo estdo alinhados com a
atividade inibitoria demonstrada pelos extratos brutos desta pesquisa com os fungos
da Aspilia grazielae pois os 3 Fusarium spp. testados, apresentaram controle contra

o crescimento de E.coli (Ibrahim et al., 2018).

Duas espécies de fungos endofiticos Acremonium sp., isolados da planta argelina
Salicornia arabicaand, também mostraram potencial inibitério contra Escherichia coli
nos estudos de Sadrati et al., 2022. Essas duas espécies de fungos Acremonium sp.
apresentaram uma atividade contra cinco bactérias patogénicas incluindo
principalmente a Escherichia coli, no qual as duas espécies apresentaram halos de
inibicdo com mais de 22 mm, também foi a Unica espécie que inibiu quatro das cinco
bactérias testadas, demonstrando assim o potencial do género de fungos endofiticos

Acremonium contra cepas de Escherichia coli (Sadrati et al., 2022).

Dois isolados de fungos endofiticos Acremonium sp., e Fusarium sp. provenientes
de Citrus macroptera da india, foram utilizados para extrair metabolitos secundarios
no qual exibiram atividade inibitoria contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis e Klebsiella pneumoniae. As zonas de inibicdo dos metabdlitos do
Acremonium sp foram de 11,23 + 0,22 mm para E. coli, 13,2 £ 0,49 mm para S.
epidermidis e 8,17 £ 0,76 mm para K. pneumoniae. Ja o do Fusarium sp. foi de 12.05
+ 0.35mm para E. coli, e 10.3 £+ 0.29 mm para S. epidermidis. Isso reforca os
resultados deste presente estudo, uma vez que seis fungos isolados da Aspilia
grazielae, também pertencentes ao género Acremonium e Fusarium, demonstraram
atividade antimicrobiana contra as mesmas cepas: E. coli, S. epidermidis e K.
pneumoniae (Deka & Jha, 2020).

Fungos endofiticos isolados de cascas de caules e folhas de Alstonia boonei De
Wild e Greenwayodendron suaveolens do género Acremonium, apresentaram
extratos brutos que inibiram o crescimento de cepas bacterianas de Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli. Seus extratos metandlicos apresentaram um MIC de
30.00 £5.77 (ug/mL) para K. pneumoniae e 08.57 £5.77 para (ug/mL) E. coli(Demeni
et al., 2021). Enquanto os enddfitos do género Fusarium isolados da planta Cissus
quadrangularis L. demonstrou inibicdo contra as mesmas bactéerias com valores de
MIC de 16.67 £ 5.77 (ug/mL) para E. coli e 40.00 + 5.77 (ng/mL) para K. pneumoniae,
corroborando com os resultados obtidos aqui nesse estudo contra as mesmas

espécies de bactérias (Singh et al., 2021)
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Foi isolado dez compostos de um fungo endofitico do género Fusarium derivado da

raiz da planta Dendrobium officinale que apresentou atividade contra Acinetobacter
baumanni, todos os compostos demonstram inibir o crescimento bacteriano com
valores de MIC que variam entre 128 e 64 pg/mL (Shi et al., 2018). Enquanto
metabdlitos secundarios de um fungo endofitico do género Fusarium isolado de uma
importante planta medicinal indiana Sesbania grandiflora L. apresentou zona de
inbicdo de 12.3+0.50 mm contra Staphloccocus epidermidis e 2+0.25 mm contra
Klebisiela pneumoniae (Deka, D. & Jha D.K., 2018).

Foram identificados dois acidos carboxilicos, denominados acidos xanaltericos | e
Il juntamente com onze metabdlitos secundarios ja conhecidos (Figura 1), a partir de
extratos obtidos do fungo endofitico Alternaria sp. Este fungo foi isolado de
exemplares da planta de mangue Sonneratia alba, encontrado na regiéo da China. Os
acidos xanaliticos | e Il demonstraram atividade antibacteriana significativa contra
Staphylococcus aureus, apresentando valores de Concentracdo Inibitéria Minima
(MIC) de 250 e 125 g/mL, respectivamente. Vale ressaltar que a altenusina exibe
amplo espectro de atividade antimicrobiana contra diversos patdgenos resistentes,
com valores de MIC variando entre 31,25 e 125 g/mL (Kjer et al., 2009).
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Figura 21: Foérmulas estruturais de algumas das substéncias antibacterianas
produzidas por fungos endofiticos
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5.3 Estudos de separacdo dos metabdlitos secundarios por coluna
cromatografica de silica gel

O extrato bruto do fungo Acremonium spp. (NF14) foi o escolhido para a

cromatografia de silica em gel pois foi o que apresentou maior inibicdo no controle do
crescimento bacteriano.
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Em uma avaliacdo preliminar em cromatografia de camada delgada (CCD) dos seis

extratos de fungos pertencentes aos géneros Fusarium sp. e Acremonium sp., 0S
perfis caracteristicos de todos os extratos apresentaram compostos identificados
como cumarinas através da emissdo de fluorescéncia azul, confirmada pela
visualizacéo sob radiacao ultravioleta de 365 nm, observados nas placas de CCD ao
utilizar hexano:acetato de etila como eluente, em gradiente de concentragéo,

conforme a Tabela 5.

A presenca de cumarinas foi corroborada por meio de espectros de RMN de
'H e 13C da fracéo isolada (fragdo 0, Tabela 6) através da cromatografia em coluna de
silica gel, entretanto, em concentracdes bastante reduzidas. Na Figura 22, podemos
observar que em todas as fracbes do extrato NF14 aparece 0sS compostos

fluorescentes, sendo mais concentrado na fragéo O.

Na figura 23, podemos observar o extrato bruto do lado das 8 fragbes obtidas
revelados em solucdo metandlica de vanilina na presenca de acido sulfurico.

Tabela 6. Fracionamento do extrato de NF14 em coluna de cromatografia de silica

gel.

Massa produto

Fracao Hexano Acetato de etila

(mg)
0 100% 0% 16,7
1 85% 15% 28,7
2 75% 25% 16,3
3 65% 35% 11,3
4 55% 45% 12,5
5 45% 55% 7,5
6 35% 65% 16,4
7 25% 75% 17,4
8 15% 85% 15,5

46



Avaliacdo da Atividade Antibacteriana de Extratos de Metabdlicos de Fungos Endofiticos do Pantanal
Contra Bactérias Multirresistentes — Dissertacao de Mestrado

Figura 22. Fracionamento do extrato acetato de etila de NF14 (8 fracdes). (A)
Revelado em UV 256 nm. (B) Revelado em UV 365 nm.

A B

Figura 23. Fracionamento do extrato acetato de etila do NF14 (8 fracdes). Revelados
em solucdo metandlica de vanilina na presenca de &cido sulfarico.

O extrato bruto de acetato de etila do fungo Acremonium spp. (NF14) foi submetido
a fracionamento por meio de cromatografia em coluna de silica gel, empregando
hexano e acetato de etila como eluente. Dentre as fracdes obtidas, foi isolada uma
mistura contendo acidos graxos saturados e insaturados, comprovado por espectros
de RMN de 'H e de 13C (Figuras 25 e 26).

A composicdo da mistura de 4cidos graxos foi convertida em seus ésteres metilicos
correspondentes através de uma reacdo com metanol e uma quantidade catalitica de
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acido p-toluenossulfénico (conforme ilustrado na Figura 24). Esse procedimento foi

realizado com o proposito de conduzir experimentos de cromatografia
gasosa/espectrometria de massas. Os resultados revelaram que a mistura
majoritariamente consiste em acido oleico (C18:1, 32%), acido linoleico (C18:2, 18%),
acido palmitoleico (C16:1, 6,1%), juntamente com acidos graxos saturados, tais como
0 &cido pentadecanoico (C15:0, 4,5%), o acido palmitico (C16:0, 20,5%), e o acido
esteérico (C18:0, 15%), como indicado na Tabela 7.

Figura 24. Preparacao de derivados metilicos de &cidos graxo.

O
hiy 0
R™ OH  MeOH/p-TSA R)L OMe
Acidos graxos Esteres graxos metilicos

60-65°C,6 h

Tabela 7. Principais acidos graxos presentes na Fracdo 1 de Acremonium sp. (NF14).

Acido m/z? Area%

Acido pentadecanoico 242 4,5
(C15:0)

Acido palmitoleico 254 6,1
(C16:1)

Acido palmitico (C16:0) 256 20,5

Acido oleico (C18:1) 282 32,0

Acido linoleico (C18:2) 280 18,0

Acido estearico (C18:0) 284 15,0

#Calculado a partir da massa do éster metilico correspondente
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) da mistura de acidos graxos

monoinsaturados e saturados, contendo principalmente acido oleico (C18:1) e &cido
linoleico (C18:2) presentes no extrato de NF14.

XL — & R S et Ty

Figura 26. Espectro de RMN de 13C (CDCls, 125 MHz) d a mistura de acidos graxos
monoinsaturados e saturados, contendo principalmente acido oleico (C18:1) e &cido
linoleico (C18:2) presentes no extrato de NF14.
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Figura 27. Espectro de correlacdo heteronuclear HSQC para a mistura de acidos
graxos monoinsaturados e saturados, contendo principalmente acido oleico (C18:1) e
acido linoleico (C18:2) presentes no extrato de NF14.
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E altamente provavel que o acido oleico seja um dos compostos responsaveis pela
atividade antibiofilme observada no extrato de NF14, uma vez que essa caracteristica
foi documentada por Khadke et al. (2021). Nesse estudo, os autores evidenciaram que
0 acido oleico, quando presente a uma concentracdo de 20 pug/mL, apresentou uma
notavel capacidade de inibir a formacéo de biofilme por A. baumannii, sem afetar o
crescimento de suas células planctdnicas (a concentracao inibitdria minima foi
superior a 500 pg/mL) e causou uma marcante reducdo na motilidade de A.
baumannii. De forma interessante, simula¢gdes de dinamica molecular revelaram que
0 acido graxo se liga a enzima sintase de acil-homoserina lactona, que desempenha
um papel crucial na comunicagdo quorum (Abal), e exibiu uma estabilidade
conformacional significativa nas interagbes entre o acido graxo e Abal. Esses
resultados indicam que o acido oleico possui a capacidade de inibir a formacéo de
biofilme por diferentes cepas de A. baumannii e, portanto, pode ser considerado como

uma molécula promissora para o controle de infec¢Bes persistentes causadas por A.
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baumannii. Acidos graxos monoinsaturados tém demonstrado inibir a expressio de

genes relacionados a viruléncia e podem afetar a adesdo e motilidade bacteriana.
Portanto, o 4cido oleico pode ser uma op¢ao promissora para o desenvolvimento de

estratégias antibiofilme contra o A. baumannii (Nicol et al., 2018).

Em contrapartida, o acido linoleico (C18:2), um acido graxo 6mega-6, demonstrou
ter propriedades antimicrobianas, conforme observado por Feldlaufer et al. (1993), e
também efeitos antiproliferativos, como documentado por Lee et al. (2022). No estudo
mais recente, os pesquisadores descreveram que o acido linoleico, assim como o
acido oleico exibiram valores de ICso de 50,3 e 90,4 uM, respectivamente, quando
testados em células de cancer cervical humano (HelLa). E digno de nota que
Namikoshi et al. (2002) ja haviam previamente destacado que tanto o acido oleico
quanto o &cido linoleico tém a capacidade de inibir a automontagem de microttbulos,

sugerindo seu potencial como agentes antitumorais.

Dentro dos &cidos graxos saturados encontrados no extrato do fungo NF14,
merecem destaque o0 acido palmitico (C16:0) e o acido estearico (C18:0).
Recentemente, Prasath et al. (2022) conduziram uma pesquisa sobre o potencial
antifingico e a capacidade de reduzir a viruléncia do acido palmitico (PA) em relacao
ao biofilme maduro da Candida tropicalis e seus fatores de viruléncia associados. Os
resultados obtidos in vitro demonstraram uma significativa inibicdo do biofilme da C.
tropicalis quando tratado com PA, em comparacdo com as espécies C. albicans e C.
glabrata. Adicionalmente, o PA foi capaz de reduzir o biofilme maduro da C. tropicalis
em diferentes momentos. O tratamento com PA também desencadeou o processo de

apoptose na C. tropicalis através da disfuncdo mitocondrial mediada por ROS.

Além disso, apds 48 horas de tratamento, o PA demonstrou influéncia sobre outros
fatores de viruléncia, incluindo a hidrofobicidade da superficie celular, a biossintese
de ergosterol, proteases e lipases. Essa pesquisa enfatiza a eficacia do PA em
combater o biofilme e reduzir a viruléncia da C. tropicalis. Portanto, de acordo com os
autores, o PA poderia ser aplicado em conjunto com outros agentes antifingicos para
melhorar a eficacia no controle de infec¢des causadas por espécies de Candida que
nao a Candida albicans (CNCA).
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6. CONCLUSAO
Os resultados obtidos na pesquisa evidenciam que os seis fungos endémicos

do Pantanal, pertencentes aos géneros Fusarium e Acremonium, produzem
metabdlitos secundarios com notavel atividade inibitéria em relacdo a cepas de
bactérias como Klebsiella pneumoniae KPC, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus epidermidis MDR, Escherichia coli KPC, Escherichia coli
e Acinetobacter baumannii MDR. A concentracdo desses metabdlitos variou entre 35
mg/mL e 0,23 mg/mL, resultando em inibicdo total ou parcial do crescimento

bacteriano.

Além disso, o extrato bruto do fungo do género Acremonium sp. (NF14)
demonstrou atividade contra a formacao de biofilme por Acinetobacter baumannii
(MDR) em concentracdes de 25+0,19 mg/mL, com um ICg de 12,5 mg/mL e uma
capacidade de controle de mais de 50% da formacéo de biofilme em concentracdes

tdo baixas quanto 1,56 mg/mL.

E relevante destacar que a andlise do extrato metabolitos secundarios de
Acremonium sp. (NF14) revelou uma mistura de pelo menos seis acidos graxos: acido
oleico, acido linoleico, acido esteérico, acido palmitico, acido palmitoleico e acido
pentadecanoico. Esses resultados sugerem que tanto acidos graxos saturados quanto
monoinsaturados tém potencial terapéutico na luta contra infeccdes microbianas,

formacao de biofilmes e até mesmo no tratamento de cancer.

Essas descobertas abrem novas perspectivas para pesquisas futuras e o
desenvolvimento de terapias que explorem as propriedades benéficas dos acidos
graxos na area médica e de saude, oferecendo novas abordagens para o tratamento
de doencas e infecgdes.
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