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RESUMO

Desde tempos remotos a humanidade tem utilizado produtos naturais com o propésito de obter
a cura de suas enfermidades, o advento da bioquimica e a descoberta de microrganismos
proporcionaram uma nova fonte de substéncias naturais a serem utilizados como
medicamentos. Hoje, com a maior diversidade de microrganismos patogénicos e de bactérias
multirresistentes, este € um dos principais focos da biotecnologia: a prospecgado de novos
compostos bioativos, que venham a se tornar um produto de utilizagao farmacologica. Frente
a isto, este trabalho teve como objetivo a busca por fungos, que sao os maiores produtores de
antibidticos, em um ambiente indspito e pouco explorado, como & a Caatinga, visando
inovagcao na industria farmacéutica. Estes fungos foram coletados e analisados pelo seu
potencial em produzir compostos antimicrobianos contra duas cepas de bactérias Escherichia
colilGram negativa) e Staphylococeus aureus(Gram positiva). Todosos 44 espécimes
analisados apresentaram atividade antimicrobiana quando cultivadas em meio sélido (ADCM),
86,36% apresentam atividade contra E. coli e S. aureus e apenas 13,63% apresentaram
atividade antimicrobiana contra apenas uma dessas baciérias, com énfase nas espéecies
nomeadas CDSA92 e CDSA81, que desenvolveram halos de inibicao contra as bactérias
citadas de 23mm e 15 mm de didmetro, respectivamente.

Descritores: Bioprospeccgao. Microrganismos. Compostos antimicrobianos.

PROSPECTION OF CAATINGA’S FUNGI PRODUCER OF ANTIBIOTICS

ABSTRACT

Since ancient times mankind has used natural products in order to get cured of their diseases,
and with the advent of biochemistry and the discovery of microorganisms have brought a new
source of natural substances to be used as medicines. Today, with the greatest diversity of
pathogens and multidrug-resistant bacteria, this is a major focus of biotechnology: the search
for new bioactive compounds, which will become a product of drug use. Faced with this, this
project aimed to search for fungi, which are major producers of antibiotics, in a harsh
environment and poorly explored, as is the Caatinga, in order innovation in the pharmaceutical
industry. These fungi were collected and analyzed for their potential to produce antimicrobial
compounds against two bacterial strains Escherichia coli and Staphylococcus aureus. All of the
new 44 fungal specimens show some antimicrobial activity, of which 86,36% possessed activity
against both, E. coli and S. aureus, and 13,63% activity against only one of these bacteria,
with emphasis on specimens named CDSA92 and CDSA81, that showed inhibition zones
against bacteria strains, about 23mm and 15mm diameter, respectively.

Keywords: Bioprospecting. Microorganisms. Antimicrobial compounds.
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INTRODUCAO

O termo antibidtico é definido como substancias sintetizadas por microrganismos
com a capacidade de inibir o crescimento ou destruir outros microrganismos:
Atualmente, este conceito foi expandido também para diversas substancias de origem
sintética, derivados miméticos de produtos naturais, alem de metabdlitos secundarios
de plantas, que apresentam atividade antimicrobiana (1).

Os primeiros relatos do uso dessas substancias pelo homem sao muito antigos,
porém, o primeiro metabolito fungico de notdria eficacia foi a penicilina, substancia
sintetizada pelo fungo Penicilliumchrysogenun, com capacidade de inibir o crescimento
bacteriano (2). Na década de 40, seu emprego em larga escala acarretouna redug¢ao do
indice de mortandade de soldados de 39% durante a Primeira Guerra Mundial para
3.9%, na Segunda Guerra, motivando a produgao industrial da penicilina, o primeiro
medicamento produzido em grande escala, dando inicio a industria farmacéutica. Com
esta descoberta iniciou-se a exploragao dos microrganismos como fonte de substancias
biologicamente ativas. Com a expansao do uso dos antibidticos, na década de 70,
acarretou a descoberta de substédncias com maior espectro de acao, obtendo-se
medicamentos mais potentes com melhor farmacocinética e menos efeitos colaterais
(3).Nos ultimos anos, o surgimento de novos alvos bacterianos, a evolugao de doengas
infecciosas e o desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos pelas bacterias
patogénicas, devido ao uso destes medicamentos em subdosagens ou por um periodo
de tempo insuficiente, geraram o retorno do interesse em novas classes de substancias
com atividade antibiotica.

Dentre todos os fatores que apontam a necessidade por novas classes de
antibioticos, o considerado mais relevante é a demanda por novos agentes
antifungicosde agao mais rapida e mais eficiente, devido as diversas estimativas que
mostram que cerca de 40% de todas as mortes por infecgOes hospitalares nos ultimos
20 anos tenham sido causadas por fungos (4). Nos dias atuais, os diversos antibioticos
disponiveis no mercado sao produtos de sintese ou semi-sintese, porém a maioria das
classes de farmacos antibidticos usados na terapéutica atual teve, como modelos,
produtos naturais sintetizados por microrganismos (5).

A busca por novos produtos para a industria farmacéutica e biotecnologica € um
processo que requer otimizagao continua, o estudo que une aspectos quimicos e
propriedades biologicas dos metabalitos fuingicos € alvo de interesse mundial da
comunidade cientifica, conduzindo a resultados que justificaram a obtencao de
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medicamentos e aditivos de alimentos de grande sucesso comercial e o registro de
centenas de patentes (3).

Por um determinado tempo, a quimica combinatoria e ensaios de largar escala
foram o foco do desenvolvimento de pesquisas, mas nao atingiu o impacto e objetivos
esperados, sendo assim, os produtos naturais ainda permanecem como importantes
ferramentas para a descoberta de novos farmacos. Os produtos naturais possuem
inumeras vantagens que justificam sua importancia, dentre elas: uma enorme
diversidade quimica, complexidade estrutural e atividade biologica, sao fonte de
farmacoforos, sendo recursos pouco explorados, podendo, entdo, surgir novos
compostos bioativos. Atualmente, pesquisadores tém voltado atengao para fontes ainda
pouco investigadas, como microrganismos marinhos, extremofilos, endofiticos (6) € do
Bioma Caatinga (7).

E estimado que existam ao menos 250.000 espécies de plantas, mais de 300
milnGes de especies de insetos, 1,5 milhdo de espécies de fungos e um numero
semelhante de algas e procariotos. Estas espécies coexistem em ecossistemas e
interagem entre si de diversas maneiras. Acredita-se que centenas de milhares de
compostos naturais estejam presentes em plantas e microrganismos, sendo que a
maioria deles ainda nao foi caracterizada (8). O conhecimento da diversidade de fungos
conidiais na regidao semiarida brasileira é bastante pontual (9).

De modo geral, os fungos sao organismos eucariotos, aclorofilados, apresentando
nutricdo absortiva, reprodugao sexuada ou assexuada, estruturas somaticas com
parede celular. Algumas das classes que mais tém fornecido espécies produtoras de
metabolitos de interesse sao endofitos, fitopatogénicos, entomopatogénicos, rizos-
féricos, leveduriformes, de solo e isolados de organismos marinhos, embora fungos
mais abundantes na natureza, produtores de esporos e de facil cultivo, sejam
classicamente mais estudados, independente da classe a que pertencem. Fungos do
género Penicillium e Aspergillus, conhecidos por sua ubiquidade e caracterizados
geralmente pela formagao abundante de esporos, sdo amplamente estudados. Alguns
metabdlitos secundarios, como o &cido micofendlico ativo contra bactérias Gram-
positivas, sao produzidos por varias espécies deste género (P. brevicompactum, P.
paxilli, P. olivicolor, P. canescens, P. roqueforti, P. viridicatum, P. rugulosume P.
expansum) sendo, portanto, considerados marcadores em algumas espécies (10).

Aliado ao fato do Brasil possuir uma extraordinaria diversidade biolégica e a
necessidade da industria farmacéutica por metabdlitos fungicos para o desenvolvimento
de novos farmacos, a prospecgdo de fungos da Caatinga para produgao de compostos
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bioativos, traz uma enorme expectativa na descoberta de novos farmacos e uma nova
perspectiva para a prospecgao biotecnologica no semiarido.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia (BioLab) do Centro
de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido (CDSA), da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG). Todos os materiais utilizados foram devidamente
autoclavados a 121 °C, 1atm, por 20 minutos.

Isolamentos dos fungos

A coleta dos microrganismos foi realizada em uma area umida da Caatinga, em
gue foram coletadas amostras de folhas de plantas e solo de diferentes locais das
mediagcdes do CDSA/UFCG. As amostras foram mantidas em tubos de plastico
contendo 1 mL de solucao salina, em seguida, foram homogeneizadas. O liquido
superficial presente nos tubos foi depositado na superficie de cada placa de Petri,
contendo 20 mL de meio de cultura, de maneira uniforme, utilizando para isto a técnica
de arraste.

As placas foram identificadas com seus respectivos conteudos, meio com
amostras provenientes de plantas e meio com amostras provenientes do solo, e
incubadas por 72 horas a 37°C.

Meios de cultura

Para prospecgdao dos fungos da Caatinga foram utilizados os meios BSA,
composto por Batata (100 g/L), Sacarose (20 g/L) e Agar (5 g/L) e o meio ADM,
composto por Malte (10 g/L), Dextrose (20 g/L) e Agar (5 g/L), previamente autoclavados
a 121°C, 1 atm, por 20 minutos(11).

Para producao de metabalitos foi utilizado o meio de cultura composto de aveia (5
g) e agua destilada (15 g/L), este meio foi autoclavado a 121°C, 1 atm por 60 minutos
(12). Para o cultivo das cepas bacterianas e os testes antibiograma foi utilizado o meio
ADCM, constituido por Extrato de Malte (10 g/L), Dextrose (20 g/L) e Agar Caseina (32,5
g/L), autoclavado a 121 °C, 1 atm, por 20 minutos.

Purificacdo e Colecao
As colbnias que cresceram nas placas foram transferidas para purificacao,
inoculando-as em um ponto distinto de uma nova placa contendo 20 mL do meio de
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cultura BSA ou ADM, totalizando quatro indculos de diferentes colonias por placa. Os
microrganismos foram incubados até a produgao de esporos fungicos.

Os fungosque apresentaram melhor desempenho de crescimento, sem
prejudicar o crescimento dos demais, foram armazenados em vidro ambar de 20 mL
contendo 10 mL de meio BSA ou em vidro ambar de 30 mLcontendo 15 mL de meio de
cultura ADM, logo apos foram vedados, etiquetados e armazenados na geladeira na
forma de colegcao. Os fungos foram denominados como CDSA em ordem numeérica
complementando a colegao ja existente no CDSA. Esta colegao foi utilizada para os

inoculos seguintes.

Cultivo de Fungos em Meio de Aveia

ApoOs a obtengao de um numero razoavel de fungos cultivados na forma de
colegao, iniciou-se o cultivo em meio de aveia para produgao de metabadlitos. Os fungos
armazenados em vidro ambar foram cultivados em recipientes com meio de aveia, em
seguida, foram armazenados por 120 horas a temperatura 37 °C.

Extracao dos Metabdlitos secundarios

A extracao dos metabdlitos produzidos pelos fungos incubados em meio de aveia
foi realizada utilizando o cloroférmio como solvente de extragao. Foi adicionado 10 mL
de cloroférmio nos recipientes, o liquido resultante foi filtrado, utilizando papel de filtro
previamente autoclavado, e armazenados em tubos plasticos de 12 mL.

Diluicao bacteriana

Para realizagao dos testes antibiograma foi utilizado duas cepas de bactérias, uma
Gram positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923) e uma Gram negativa (Escherichia
coli ATCC 25922). As linhagens de bactérias foram cedidas pelo Prof. José Pinto de
Siqueira Junior, Departamento de Biologia Molecular — UFPB, conservadas em meio de
cultura Infus&o de Cérebro-Coracdo em Agar (BHIA).

Foi realizada uma diluicdo seriada de 10° das duas cepas bacterianas para
contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), apés 12 horas de incubagao
a 37°C das linhagens no meio ADCMfoi realizada a contagem,utilizandopara os testes
antibiogramas 167 UFC por placa.

Teste antibiograma
Para testar as atividades antimicrobianas dos extratos fungicos utilizou-se como
suporte discos de papel filtro de 5mm de didmetro, aproximadamente. Nestes discos
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foram inseridos10uL de cada extrato, como controle positivo adotou-se os discos
contendo 10pL de Amoxicilina.

Em placas de Petri com o meio ADCM foram distribuidos 1 mL de solugao
bacterianak. coli e S. aureus, em seguida, os discos foram inseridos sobre o inéculo
bacteriano. As placas foram identificadas e incubadasa 37°C por 12 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos coletados no Bioma Caatinga, nas mediagdes do CDSA/UFCG, foram
armazenados sob refrigeracao (4°C), ampliando a colegao de fungos filamentosos da
Caatinga do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido, grupo de pesquisa
coordenado pelo Prof. Dr. Jean César F. Queiroz,totalizando 44 novos espécimes para

colegao (Figura 1), atualmente composta por 117 fungos filamentos da Caatinga.

Figura 1.Fungos da colegao armazenados em meio ADM sob refrigeragao.

Para producao de metabolitos secundarios o meio de aveia foi utilizado por ser
um meio pobre em nutrientes, estimulando, deste modo, a produgdo de metabdlitos
como forma de sobrevivéncia dos fungos. Os metabolitos secundarios sao sintetizados
por meio de uma série de reagdes bioquimicas que ocorrem nas celulas, onde o
resultado € a sintese de um produto que favorega a sobrevivéncia. Um meio com
apenas uma fonte de nutriente, a aveia, induz o fungo a produzir substancias de defesa
para vencer a concorréncia na obtencao de alimento, geralmente esse fato é
evidenciado pela esporulagao e, consequentemente, a cor peculiar que o fungo obtém
no meio de aveia. Pesquisas comprovam que a produc¢ao de metabolitos secundarios
esta relacionada a coloragao obtida pelo desenvolvimento do fungo no meio (13), como
fol observado neste estudo a coloragdo esverdeada e acinzentada dos fungos da
Caatinga quando cultivados por um determinado periodo de tempo em meio de aveia.
A partir dessas observacoes, foi realizada a extragdo com cloroférmio como solvente
para extragao dos metabolitos. Esse cultivo, diferentemente do BSA e do ADM e
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demorado, tendo em vista que o fungo se encontra em meio desfavoravel, o que
promove retardo no seu crescimento.

Dos 44 novos espécimes fungicos armazenados na colegao, todos apresentaram
atividade antimicrobiana quando cultivados em meio semi-solido (ADCM), sendo que
86,36% apresentam atividade contra E. coli e S. aureus, com 77,27% dos extratos
apresentando halos de atividade antimicrobiana maior contra E. coli. Apenas 13,63%
apresentaram inibicao contra apenas uma dessas bactérias. Este resultado e
considerado estimulador por apresentar atividade diversificada frente as linhagens
bacterianas, demonstrando que os metabalitos secundarios produzidos pelos fungos
filamentosos da Caatinga possuem atividade antimicrobiana especifica.

Os dados métricos dos antibiogramas foram convertidos em uma tabela com a
acao antibacteriana dos extratos obtidos de todos os fungos da colegédo, onde as
linhagens fuingicas foram denominadas de CDSA (Tabela 1).Considerando o halo de
inibigdo do controle positivo Amoxicilina de 30mm, neste estudo, merece destaque os
extratos dos especimes que desenvolveram halos de inibigao superior a 20 mm (Figura
2), como o espécime CDSA87 com halo de inibicdo de 33 mm de didmetro para E. colie
os especimes CDSA73, CDSA84 e CDSA100 com halos de 25mm, 26mm e 27mm,
respectivamente. Para halos contra a bactéria S. auerus, os especimesCDSA84,
CDSA108 e CDSA116 apresentaram desempenho superior aos demais, com halos de
inibigdo de 25mm, 22mm e 23mm, respectivamente.
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Tabela 1.A¢&o antibacteriana de extratos dos fungos filamentosos da Caatinga.

LINHAGENS FUNGICAS LINHAGENS BACTERIANAS
Escherichia coli ATCC Staphylococcus aureus
25922(mm) ATCC 25923 (mm)

CDSA73 25 16
CDSA74 20 12
CDSA75 10 15
CDSA76 06 15
CDSAT77 10 -
CDSA78 21 12
CDSA79 17 15
CDSA80 17 15
CDSA81 - 15
CDSA82 15 15
CDSA83 22 21
CDSA84 26 25
CDSAS85 14 12
CDSAB86 23 10
CDSA87 33 20
CDSA88 21 20
CDSA89 21 16
CDSA90 20 16
CDSA91 23 16
CDSA92 23 -
CDSAS3 20 10
CDSA%4 09 08
CDSA95 21 20
CDSA%6 19 15
CDSA97 16 -
CDSA98 20 11
CDSA99 17 17
CDSA100 27 20
CDSA101 21 16
CDSA102 17 05
CDSA103 05 19
CDSA104 22 20
CDSA105 11 10
CDSA106 21 15
CDSA107 20 15
CDSA108 20 22
CDSA109 16 17
CDSA110 20 18
CDSA111 20 19
CDSA112 17 13
CDSA113 17 14
CDSA114 25 Q7
CDSA115 13 -
CDSA116 15 23
CDSA117 - 15

Legenda: - Os extratos fungicos ndo apresentaram formagao de halo contra a cepa testada.

A maioria das pesquisas de novos compostos antibioticos consiste em
modificagbes quimicas de antibioticos naturais,ou seja, pela via semi-sintética (14).
Assim, a pesquisa do potencial antimicrobiano derivados de fontes naturais, como 0s
realizados nesta pesquisa e em biomas como a Caatinga, caracterizado com um Bioma
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com baixa exploragao biotecnologica, se torna justificavel, tendo em vista seu enorme
potencial.

Figura 2.Placas contendo os testes de antibiograma, onde o disco central € o disco controle
(Amoxicilina 100mg/mL) e os outros discos sao os extratos obtidos das amostras fungicas. Onde
(A) e (B) mostram o teste antibiograma feito com bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus
ATCC 25923) e (C) e (D) mostram o teste antibiograma feito com bactéria Gram negativa
(Escherichia coli ATCC 25922).

CONCLUSAO

Os 44 espécimes analisados de fungos filamentosos da Caatinga possuem
potencial para futuros antibioticos comerciais. O bioma Caatinga demonstrou neste
estudo potencial biotecnoldgico como fonte de novos compostos bioativos.
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