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“How many roads must a man walk down
Before they call him a man?

The answer, my friend, is blowing in the
wind.”

(Bob Dylan)



RESUMO

O uso consequente e continuo dos antimicrobianos levaram ao surgimento de patdgenos
potencialmente letais. O grupo de micro-organismos ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter sp.) se destaca perante os demais, onde as infecgdes por
Staphylococcus aureus se sobressaem como a principal causa de infec¢des sistémicas, sendo o
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) um dos principais responsaveis por
estas infecgdes no Brasil. Dessa forma, a emergéncia de cepas com sensibilidade reduzida
acompanhada de uma terapia antimicrobiana limitada faz com que seja necessaria uma busca
por novas opcdes terapéuticas. No presente trabalho, foram analisadas leveduras isoladas da
regido nordeste do Brasil, mais especificamente no estado do Ceara, com o objetivo de buscar
metabdlitos antimicrobianos com atividade anti-SARM, bem como a descricdo de um
eventual mecanismo de agdo. Foram isoladas 13 leveduras as quais foram acondicionadas em
condicdes de cultivo distintas, a fim de otimizar o crescimento dos isolados de leveduras. Em
seguida os extratos acetoetilicos obtidos a partir das leveduras, foram exploradas afim de
verificar se produziam metabolitos secundarios com propriedades antimicrobianas. 59% (11)
dos extratos obtidos foram ativos contra bactérias Gram positivas e 32% (7) contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas. Os extratos mais ativos apresentaram atividade contra
SARM e tiveram CIM que variaram de 34-192 pg/mL. A analise por citometria de fluxo
revelou que esses extratos foram capazes de causar danos a membrana plasmatica e promover
fragmentacdo do DNA bacteriano, levando a célula a morte celular por apoptose. Nos ensaios
citotoxicos, utilizando o teste do MTT com células de leucécitos humanos, 0s extratos
mostraram baixa citotoxicidade. As analises quimicas revelaram estruturalmente diversos
metabolitos secundérios, incluindo os compostos hexahidro-3-(fenilmetil)-pirrolo[1,2-a]
pirazina-1,4-dione e o &cido laurico, ja descritos na literatura por suas propriedades contra
Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (MSSA) e SARM, bem como outros metabolitos
conhecidos foram identificados nos extratos restantes, sugerindo que estas leveduras podem
produzir moléculas promissoras. Dentro deste contexto, a atividade antimicrobiana e o baixo
potencial citotoxico demonstrado por esses extratos revelaram uma classe de compostos
quimicos promissores para desenvolvimento de novos antibioticos. No entanto, mais estudos
farmacoldgicos serdo feitos para confirmar estes dados.

Palavras-chave: Leveduras ambientais, Ceara, Atividade Antibacteriana, MRSA.



ABSTRACT

The consequent and continuous use of antimicrobials led to the emergence of potentially
lethal pathogens. ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp.)
microorganisms group stands towards others, in which Staphylococcus aureus infections
stand out as the leading cause of systemic infections, with SARM being a major responsible
for these infections in Brazil. Thus, the emergence of strains with reduced sensitivity
accompanied by a limited antimicrobial therapy makes the search for new therapeutic options
necessary. In this study, isolate yeasts from the northeaster region of Brazil, more specifically
in Ceara state, were analysed in order to find antimicrobial metabolites with anti-SARM
activity, as well as to find a description of a possible mechanism of action. In this paper, 13
yeasts were isolated and conditioned in different growing conditions, in order to optimize the
growth of the isolates. In addition, it was explored whether extracts from yeast produced new
secondary metabolites with antimicrobial properties. 59% (11) of the obtained extracts were
active against Gram positive bacteria and 32% (7) were active against Gram positive and
Gram negative bacteria. These more active extracts showed activity against SARM and had
MIC ranging between 34-192 pg/mL. Analysis by flow cytometer showed that these extracts
were capable of causing damage to the plasma membrane and of promoting bacterial DNA
fragmentation, leading the cell to cell death by apoptosis. In cytotoxic tests using the MTT
test with human leukocyte cells, the secondary metabolites showed low cytotoxicity.
Chemical analysis revealed structurally different secondary metabolites, including the
compounds pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione, Hexahydro-3- (phenyl methyl) Laurie acid
and, as described in the literature for their properties against MSSA and SARM as well as
other known metabolites were identified in the remaining extracts, suggesting that these
strains can produce new molecules. Within this context, the antimicrobial activity and the low
cytotoxic potential demonstrated by these extracts reveal a class of promising chemical
compounds to the development of new antibiotics. However, more pharmacological studies
will be done to confirm these data.

Keywords: Environmental yeast. Ceara. Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

Os antimicrobianos beneficiaram a historia da medicina revolucionando o tratamento
das doencas infecciosas. Entretanto seu uso continuo levou ao surgimento de micro-
organismos, que outrora considerados inofensivos, passaram a ser temidos como patégenos
potencialmente letais (BOWLER et al., 2012; DE QUEIROZ et al., 2012).

A incidéncia da resisténcia aos antimicrobianos disponiveis na terapéutica atual vem
aumentando progressivamente no meio hospitalar. Essas infeccBes, principalmente as que
acometem pacientes criticos, aumentam o tempo de internacdo contribuindo para um aumento
nos indices de morbimortalidade, repercutindo de maneira significativa nos custos financeiros
dos tratamentos (SANTOS CASTRO, 2013; PITTET, 2005). Dentro deste contexto um grupo
de micro-organismos se destaca, representados pelo acronimo ESKAPE: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp. Esses se sobressaem dos demais patdgenos pela
dificuldade de controlar as infec¢des, principalmente pela auséncia de uma antibioticoterapia
eficiente (BOUCHER et al., 2009; COOPER e SHALES, 2011; SANTOS CASTRO, 2013).

As infeccbes por Staphylococcus aureus se destacam por consistirem em uma
importante causa de infecgdes sistémicas, sendo 0 micro-organismo que apresenta maior taxa
de morbidade e mortalidade em infeccBes hospitalares (Smith et al., 2009; Santos Castro,
2013), além do mais estas estirpes possuem uma notavel habilidade de adquirir resisténcia
antimicrobiana sendo a resisténcia a meticilina (SARM) um problema de saude publica
crescente (Rodriguez-Noriega e Seas, 2010; Kock et al., 2010).

Na Europa as infeccdes por SARM correspondem a 44% de todas as infecgdes
hospitalares/ano, além de serem responsaveis por um total de 5.400 mortes e mais de um
milh&o de dias de hospitalizagbes (ECDC/EMEA, 2009). A maioria das infecgdes causadas
por SARM, relacionadas a ambiente hospitalar, € pertinente a uma variante denominada
Health-associated SARM (HA-SARM). No Brasil, as infecgOes causadas por esta variante
correspondem a 56% das infecc¢Oes hospitalares e da comunidade (CARVALHO et al., 2010).

Os agentes antibacterianos sdo o0s produtos naturais mais importantes, onde
organismos procariontes e alguns fungos merecem um destaque especial por desempenharem
um importante papel na producdo de metabdlitos secundarios com potenciais aplicacdes
terapéuticas (RAW, 2007; SINGH e MACDONALD, 2010; RAJESHKUMAR e
SUNDARARAMAN, 2012). No mundo estdo descritas aproximadamente 99.000 espécies de
fungos (KIRK et al., 2008), das quais aproximadamente 3,7% da diversidade mundial existem
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no Brasil, sendo que a regido Nordeste brasileira apresenta 0 maior nimero de registros
relacionados a diversidade fungica (MAIA e CARVALHO JUNIOR, 2010).

No presente trabalho, foram analisadas leveduras isoladas da regido nordeste do
Brasil, mais especificamente no estado do Ceard. Esta &rea representa um ecossistema
diversificado e pouco investigado para o isolamento de leveduras produtoras de metabolitos
com potencial antimicrobiano. Deste modo, esta pesquisa visa colaborar para ampliar os
conhecimentos a respeito da atividade de extratos oriundos de leveduras isoladas do Ceara
com potencial antimicrobiano, bem como uma descricdo preliminar dos seus mecanismos de

acao, com o intuito de aplicagdo no mercado farmacéutico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Multiresisténcia microbiana

O aparecimento de bactérias resistentes foi observado a partir da introducdo dos
primeiros agentes antimicrobianos. Desde entdo, houve uma répida disseminagdo de
patdgenos com multirresisténcia, representando uma séria ameaca a saude publica (WALSH
et al.,2005). No sentido mais estrito de sua definicdo, os micro-organismos multirresistentes
séo rotulados como tais devidos sua resisténcia in vitro a mais de um agente antimicrobiano.
As infeccOes causadas por eles podem levar a uma terapia antimicrobiana inadequada ou
retardada (MAGIOKARGO:s et al., 2011). Esses isolados surgem devido a diferentes fatores,
sendo que o principal deles esté na utilizacdo empirica e inadequada dos antimicrobianos por
parte da populacdo (CORNAGLIA, 2009; DE QUEIROZ et al., 2012)

O sério aumento na resisténcia de bactérias gram-negativas e gram-positivas
representa uma grande preocupacao ja que estas infecgdes sdo caracterizadas por altas taxas
de mortalidade. As bactérias que possuem resisténcia a um ou mais agentes antimicrobianos,
de no minimo trés diferentes classes de antibioticos, sdo definidas como MDR (Multi Drug
Resistance), e estas se tornaram cada vez mais comuns, principalmente em ambiente
hospitalar (BASSETI e RIGHI, 2015).

Portanto, um grupo de micro-organismos se destaca, representados pelo acrénimo
ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter sp. Esses se sobressaem
dos demais patdgenos pela dificuldade de controlar as infec¢gdes causadas por estes patdgenos,
principalmente pela auséncia de uma antibioticoterapia eficiente (BOUCHER et al., 2009;
COOPER e SHALES, 2011; SANTOS CASTRO, 2013).

A despeito de ndo compartilharem os mesmos mecanismos de resisténcia esses micro-
organismos tém em comum uma prevaléncia progressiva nas UTI’s, em virtude da pressdo
seletiva exercida pelo uso dos antimicrobianos (COOPER e SHALES, 2011). Dentro deste
contexto as infec¢Bes por Staphylococcus aureus merecem destaque, por consistirem em uma
importante causa de infecgdes sistémicas, sendo 0 micro-organismo que apresenta maior taxa
de morbidade e mortalidade em infecgGes hospitalares (SMITH et al., 2009; SANTOS
CASTRO, 2013).
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2.2 Infecgdes por Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compreende patégenos do homem e outros animais e é
compreendido por bactérias gram-positivas esféricas que formam agrupamentos irregulares
como cachos de uva (TORTORA et al., 2012; MADIGAN et al, 2010) e geralmente infectam
a pele e ferimentos. A maioria das infec¢des provocadas por estafilococos é decorrente da sua
transferéncia das bactérias da microbiota normal de um individuo infectado, porém
assintomatico, a um individuo sensivel (MADIGAN et al, 2010), sendo que o S. aureus é a
cepa mais patogénica do género e quase todas as suas amostras patogénicas séo capazes de
produzir a coagulase, uma enzima que coagula a fibrina no sangue (TORTORA et al., 2012).

Essa bactéria é um residente permanente das passagens nasais de 20% da populacdo, e
cerca de 60% a carreiam ocasionalmente (TORTORA et al., 2012). Em um estudo feito por
Hoffman et al. (2015), foi estimado que um grupo populacional de 3.309 pessoas, 16,6% (n
= 549) continham cepas de S. aureus em suas passagens nasais, sendo que destas 70,1% eram
resistentes a um ou mais antibidticos, principalmente penicilina. O transporte de S. aureus foi
significativamente associado a pacientes jovens, sexo masculino, e de trabalho no setor da
saude.

Outra caracteristica interessante destas bactérias consiste no fato de que é um micro-
organismo que se dissemina facilmente em diversos ambientes, podendo sobreviver em
superficies por meses (TORTORA et al., 2012; Santos Castro, 2013). Em um estudo feito por
MEDEIROS et al. (2014), objetivando a investigacdo de micro-organismos em um corrego
poluido na regido de S&o Pedro (Juiz de Fora- MG), apds anéalises de PCR (Rea¢do em cadeia
da polimerase), os ensaios revelaram uma alta intensidade de amplicons de cepas
patogénicas de S. aureus neste ambiente aquatico. Estes dados sdo de fundamental
importancia para a salde publica, bem como ambiental, tendo em vista que o surgimento
destas cepas em areas de esgoto esta relacionado a a¢fes antropogénicas, associadas com a
urbanizacgéo, que alteram a estrutura das comunidades microbianas.

O S. aureus, em particular, tem uma extraordinaria capacidade de habitar dispositivos
médicos através da interacdo direta com a superficie de polimero do dispositivo, formando
aglomeragdes ‘“pegajosas” em uma matriz extracelular (MEC), denominados biofilmes
(COSTERTON et al., 1999). Os biofilmes apresentam uma elevada resisténcia a agdes
mecanicas, tratamento aos antibidticos e aos mecanismos de defesa imune do hospedeiro.
Além disso, causam enormes problemas no ambiente, assim como nas infec¢cdes em humanos

e animais (OTTO, 2008). As infecgOes associadas ao biofilme sdo caracteristicamente
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cronicas e frequentes em ambientes hospitalares, onde, o S. aureus é uma das principais
causas deste tipo de infeccdo (PERIASAMY et al., 2012).

A formacdo de biofilme bacteriano prossegue em trés etapas: adesdo, proliferacao, e
descolamento. A adesdo pode ocorrer sobre virtualmente qualquer superficie biotica ou
abidtica. Em seguida, procede a proliferacdo através da producdo de uma matriz extracelular
polimérica (MEC) que contribui para a agregacéo entre as células. Nas estirpes de S. aureus, a
matriz € constituida por varios polimeros segregados, tais como exopolissacarideo, acidos
teicoico, e as proteinas especificas, bem como de DNA proveniente de células lisadas
(PERIASAMY et al., 2012).

As linhagens de S. aureus que provocam doencas em seres humanos com maior
frequéncia produzem fatores de viruléncia. Pelo menos quatro hemolisinas diferentes foram
reconhecidas e, frequentemente, uma Unica linhagem é capaz de produzir vérias. As
hemolisinas sdo responsaveis pela hemdlise observada ao redor das colnias geradas em
placas de agar sangue. S. aureus € também capaz de produzir uma enterotoxina associada a
intoxicacOes alimentares (MADIGAN et al, 2010).

Cepas de Staphylococcus aureus sdo frequentemente isoladas de feridas pos-
cirtrgicas, e possuem uma grande capacidade em causar infec¢des sistémicas, sendo 0 micro-
organismo que apresenta maior taxa de morbidade e mortalidade em infec¢bes hospitalares
(VONBERG et al, 2006). De acordo com o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC), somente o S. aureus € responsavel por mais de 10% (~ 200 mil) infecgBes
nosocomiais nos EUA, sendo que deste total, 70% das estirpes de S. aureus, apresentam
algum tipo de resisténcia aos antimicrobianos (MADIGAN et al, 2010).

Uma vez que o S. aureus infecta a pele, ele estimula uma resposta inflamatéria
vigorosa, e macrofagos e neutrofilos sdo atraidos para o sitio de infeccdo. Entretanto, a
bactéria frequentemente consegue escapar dessas defesas normais do hospedeiro. Todos 0s
seres humanos possuem anticorpos contra o S. aureus, mas ndo sao capazes de prevenir
efetivamente infecgdes reincidentes (TORTORA et al., 2012).

O S. aureus provocam uma variedade de doencas, contudo raramente sdo responsaveis
em individuos saudaveis, apesar de estes serem portadores. As criangas séo frequentemente
infectadas durante a primeira semana de vida, pelo contato proximo com a méde ou outros
individuos. Infeccdes estafilococcicas severas também ocorrem quando a resisténcia do

hospedeiro encontra-se diminuida em decorréncia de alteracbes hormonais, doencas
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debilitantes, ferimentos, ou tratamento com esterdides ou outros farmacos que comprometem
o sistema imune (MADIGAN et al, 2010).

As infeccdes e sindromes clinicas causadas pelas estirpes de Staphylococcus aureus
podem ser divididas em trés grupos (SANTOS CASTRO, 2013). O primeiro grupo é
conferido a aquelas doencas ocasionado pela liberagdo de toxinas, incluindo o impetigo
bolhoso (sindrome da pele escaldada), intoxicacdes alimentares e a sindrome do choque
toxico. O segundo grupo é conferido aquelas patologias em que ha uma destruicdo dos tecidos
locais e a formacdo de abcessos tais como: foliculites, carbdnculos, furinculos, mastite e
pneumonia. O terceiro grupo compete as infecgdes hematogénicas, incluindo a bacteremia e a
endocardite (TORTORA et al., 2012; VONBERG et al, 2006)

Cepas resistentes a antibidticos surgiram e sdo muito dificeis de tratar (BOUCHER et
al., 2009; COOPER e SHALES, 2011). Essas cepas causam, atualmente, infeccbes em
hospitais e nas comunidades (CARVALHO et al., 2010).

2.3 InfeccBes causadas por Staphylococcus aureus meticilina resistente (SARM)

O uso extensivo de antibidticos resultou em uma selecdo natural de estirpes de
linhagens resistentes de S. aureus. As infec¢des hospitalares (nosocomiais) causadas por estas
bactérias resistentes ocorrem, frequentemente, em pacientes cuja resisténcia encontra-se
diminuida em decorréncia de outras doencas, procedimentos ciruirgicos ou por terapia de
farmacos. Frequentemente os pacientes sdo contaminados por cepas de S. aureus oriundas dos
profissionais hospitalares, os quais podem ser portadores assintomaticos de linhagens
resistentes a farmacos (MADIGAN et al, 2010).

Por esse motivo, o tratamento de infec¢bes por S. aureus com farmacos
antimicrobianos apropriados consiste em um dos principais problemas em ambientes
hospitalares (MADIGAN et al, 2010).

O S. aureus possui uma notavel habilidade de adquirir resisténcia antimicrobiana,
sendo a resisténcia a meticilina um problema de salde publica crescente. Com a chegada do
novo milénio, o S. aureus resistente a meticilina (SARM) emergiu como o patégeno mais
alarmante para os prestadores de cuidados de saude nos paises desenvolvidos (JI, 2007).

O SARM foi descrito pela primeira vez na Europa, em 1961, espalhando-se
globalmente nas décadas seguintes (RODRIGUEZ-NORIEGA e SEAS, 2010; KOCK, 2010;
SANTOS CASTRO, 2013). O mecanismo de resisténcia a meticilina desenvolvido esta
relacionado com a producéo das proteinas de ligacdo com a penicilina (PBPs). O S. aureus
produz quatro tipos de PBPs (PBP1-PBP4). As cepas SARM expressam uma nova PBPs
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(PBP2a ou 2’) adquirida de outras espécies de estafilococos e codificada pelo gene MEC A,
responsavel pela mudanca do sitio de ligacdo da meticilina. A PBP2a mostra baixa afinidade,
ndo apenas a meticilina e a oxacilina, mas praticamente a todos os antibidticos beta-
lactamicos, levando a um importante problema clinico (SANTOS CASTRO, 2013).

Mais de 100.000 casos de infeccdo por SARM séo relatados anualmente em ambientes
hospitalares, embora alguns estudos estimem que o numero total de infeccbes por SARM
possa ser superior a um milh&o nesses estabelecimentos, a cada ano (MADIGAN et al, 2010).
Na Europa a cada ano as infec¢bes por SARM correspondem a 44% de todas as infecgdes
hospitalares, além de serem responsaveis por um total de 5.400 mortes e mais de um milh&o
de dias de hospitalizacdo (ECDC/EMEA, 2009). Em um trabalho publicado por GORWITZ et
al. (2008), foi estimado que 1,5% da populacdo dos Estados Unidos (EUA), algo em torno
de 4,1 milhdes de pessoas, estariam colonizadas por cepas de SARM. Em outro estudo
paralelo KLEVENS et al.(2007) demonstraram que no mesmo pais, as mortes ocasionadas
pelas infeccbes por SARM ofuscaram muitas outras doencas infecciosas incluindo as
causadas pelo virus HIV (SMITH et al., 2009).

A maioria das infec¢des causadas por SARM, relacionadas a ambiente hospitalar, séo
pertinentes a uma variante denominada Health-associated SARM (HA-SARM). No Brasil, as
infeccBes causadas por HA-SARM correspondem a 56% das infeccdes hospitalares e da
comunidade avaliados e foi 0 mais comum entre os patdgenos prevalentes. Segundo dados do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, estes micro-organismos
correspondem a 63,7% das infec¢des no sangue, 100% das infeccBes do trato urinario e 46,7%
das pneumonias associadas a ventilacdo mecanica (PAV), causadas por Staphylococcus
aureus (CARVALHO et al., 2010). Em outro estudo MOREIRA et al. (2008) pesquisando a
etiologia da PAV na unidade de terapia intensiva em adultos do mesmo hospital relataram que
41,2% dos isolados eram de S. aureus, sendo que 41,2% desses eram referentes a cepas de
HA-SARM.

Entretanto apesar do SARM ser considerado um patégeno nosocomial, diversos
autores ja comecam a descrever como um agente causador de infecgbes graves na
comunidade, sobretudo nos casos onde existam doencas de base grave, como diabetes ou
ainda, devido ao uso descontrolado de antimicrobianos (DE QUEIROZ et al., 2012). Assim
ao longo da ultima década, as infecgdes por SARM associados & comunidade (CA-SARM)
emergiram globalmente, atingindo principalmente individuos jovens e saudaveis, que nao

apresentavam fatores de risco (hospitalizagédo recente ou cirurgia) (WEBER, 2008; SANTOS
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CASTRO, 2013). As CA-SARM possuem fatores de viruléncia exclusivos como a exotoxina
Panton-Valentine Leucocidina (PVL), que esta relacionada com infeccdes severas dos tecidos
moles e pneumonia (BOWLER et al., 2012).

Os primeiros casos documentados por estas infecgdes ocorreram entre aborigines
australianos e nativos americanos no Canada, no inicio da década de 90. Posteriormente, estas
infeccdes se propagaram pelo mundo, incluindo diversos surtos, tanto nos Estados Unidos
como em diversos outros paises (LOPES, 2005). Atualmente, tem sido observado um
aumento na incidéncia das infeccOes de pele e tecidos moles causadas por esta variante
(QUALLS et al, 2012). Em um estudo realizado por RIBEIRO et al. (2007) em dois hospitais
nas cidades do Rio de Janeiro e Porto Alegre, foi evidenciado que 32,8% dos isolados de
SARM foram caracterizados como CA-SARM. Devido a presenca destas variantes nas
unidades de satde, muitos autores ja comecam a afirmar que a restricdo entre CA-SARM e
HA-SARM esta comecando a desaparecer (CARVALHO et al., 2010).

Logo a emergéncia de cepas com sensibilidade reduzida acompanhada de uma terapia
antimicrobiana limitada faz com que seja necessaria uma busca por novas opcoes terapéuticas
(BOUCHER et al., 2009).

2.4 Prevencdo e Tratamento das Infecgdes por Staphylococcus aureus meticilina
resistente (SARM)

A prevencdo de infeccBes estafilocdccicas é problematica, uma vez que muitos
individuos sdo portadores assintomaticos e pelo fato de algumas doencgas, como a acne e 0
impetigo, poder ser transmitido pelo simples contato com dedos contaminados. Em ambientes
hospitalares, como alas cirargicas e bercarios, os individuos identificados como portadores de
linhagens patogénicas devem ser excluidos ou tratados com farmacos antimicrobianos de uso
topico ou sistémico, a fim de eliminar os patdgenos (MADIGAN et al, 2010).

2.4.1 Tratamento com beta lactamicos
2.4.1.1 Cefalosporinas

As cefalosporinas estdo entre os agentes antimicrobianos mais prescritos devido ao seu
amplo espectro de atividade e ao seu perfil de seguranca favoravel. Como outros beta-
lactdmicos, o0 seu mecanismo de acdo consiste na ligacdo as proteinas de ligacdo a penicilina
(PBP), levando a inibicéo da sintese da parede celular bacteriana (BASSETI e RIGHI, 2015).

Novas cefalosporinas de quinta geracdo, que incluem a ceftarolina fosamila (Figura 1)
e a ceftobiprole (figura 2), possuem caracteristicas em comum o fato de possuirem um amplo

espectro de atividade antimicrobiana, principalmente contra bactérias gram-negativas
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resistentes aos antibioticos e uma atividade Unica contra cepas de SARM (BASSETI e RIGHI,
2015).

A ceftarolina fosamila € uma nova cefalosporina, semissintética com atividade de
amplo espectro, que estad atualmente concluindo os ensaios clinicos de fase quatro. A
ceftarolina apresenta atividade melhorada contra bactérias gram-positiva, incluindo o SARM
e S. aureus resistente a vancomicina (SARV). A sua atividade contra SARM ¢ devida a um
efeito maior sobre a inibicdo PBP2a em comparacdo com outras beta-lactamases (POON et
al., 2012; SARAVOLATZ et al., 2011).

Figura 1. Representacdo estrutural do ceftobiprole.
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Figura 2. Representacdo estrutural do acetato de ceftarolina fosamila
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2.4.1.2 Tratamento com carbapenémicos

Os carbapenémicos sao antibioticos beta-lactamicos de amplo espectro, caracterizados
por uma estabilidade a hidrolise pela maioria das beta-lactamases de espectro estendido
(BLEEs). Atualmente, o meropenem e 0 imipenem sd&o amplamente utilizados e séo
recomendados para o tratamento de infec¢des da corrente sanguinea (Basseti & Righi, 2015).
Contudo ambas as moléculas nao sdo indicadas para o tratamento de infec¢des por SARM,
porém novos carbapenémicos, tais como o tomopenem (figura 3) e o razupenem (figura 4)
possuem atividade contra estirpes de SARM, mas ndo contra bacilos ndo fermentadores
(KOGA et al., 2008; CLARK et al., 2009).

Figura 3. Representacao estrutural do tomopenem

MNH
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Figura 4. Representacdo estrutural do razupenem
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2.4.2 Tratamento com glicopeptideos

A classe dos glicopeptideos € composta por moléculas bem conhecidas, tais como a
vancomicina e a teicoplamina. Este grupo de farmacos exibe um espectro de acdo limitado e
séo eficazes principalmente contra cocos gram- positivos. O seu mecanismo de a¢do consiste
na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, por meio da ligacdo terminal com as
unidades precursoras da parede celular, D-alanil-Dalanil (REYNOLDS, 1989).

Novos derivados desta classe, oritavancina (figura 5), dalbavancina (figura 6), e
telavancina (figura 7), tém sido desenvolvidos para superar o aparecimento de estirpes de
SARM com sensibilidade reduzida a vancomicina e para aumentar a penetracdo nos tecidos e
no fluido cerebrospinal. Estas novas moléculas sdo lipoglicopeptideos (ou seja, eles
apresentam uma cadeia lateral lipofilica ligada a um grupo de glicopeptideos) e sao
caracterizadas por mais meia-vida em comparagdo com vancomicina, esta permitindo a
dosagem frequente, maior poténcia e menor potencial para o desenvolvimento de organismos
resistentes (KUMAR et al., 2010; BASSETI e RIGHI, 2015; CHEN et al., 2007).

Figura 5. Representacdo estrutural do oritavancina
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Figura 6. Representagdo estrutural do dalbavancina

Fonte: CHEN et al., 2007

Figura 7. Representagdo estrutural da telanvancina

Fonte: HOUSMAN et al., 2011
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2.5 Novas estratégias terapéuticas

Apesar da necessidade urgente de novos medicamentos para tratar infeccbes
resistentes, ndo ha muitos projetos do setor farmacéutico para pesquisa de novos
antimicrobianos (IDSA, 2004), principalmente porque o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos é um processo complexo que exige anos de pesquisas, levando a altos custos.
Consequentemente esses aspectos levam a um acesso restrito, por parte da populagdo aos
novos produtos que chegam ao mercado (BAIDEN et al., 2010; DE QUEIROZ et al., 2012).

Outro ponto que merece destaque € que as grandes empresas farmacéuticas perderam o
interesse em pesquisar antibioticos, apesar de aumentarem os seus or¢camentos. Logo, torna-se
preocupante a escassez em recursos voltados para o investimento de novas drogas
antimicrobianas. Em 1990, metade das grandes empresas farmacéuticas nos Estados Unidos e
no Japdo suspenderam ou diminuiram significativamente seus esfor¢os de descoberta de
antibidticos (IDSA, 2004; SANTOS CASTRO, 2013). Segundo BOUCHER et al. (2009),
houve uma reducdo drastica no niumero de agentes antimicrobianos aprovados entre 0s anos
1983-2007, onde nos anos de 2003-2007 s6 um novo agente antibacteriano (doripenem) foi
aprovado desde o relatério anterior.

De acordo com BOUCHER et al. (2013) este problema pode ser resolvido reunindo
setores politicos e cientificos para desenvolverem incentivos criativos que estimulem a
investigacdo de novos antibacterianos. Segundo os autores, 0 objetivo da Infectious Diseases
Society of America (IDSA) € a criacdo de uma empresa com 0 poder em curto prazo que
possa desenvolver uma droga antibacteriana global de forma sustentavel. Dessa forma seria
possivel gerar 10 novos antibidticos, seguros e eficazes para 2020.

Segundo a consultoria ERNST e YOUNG (2011), o ambiente global para a inovacao
de um produto é cada vez mais desafiador, onde para se manter num carater arrojado, é
sempre mais claro que este tem que dar em ‘“alguma coisa”. Assim dentro deste contexto
surge um novo modelo denominado Inovacdo Sustentdvel. O respectivo termo pode ser
explicado a partir de duas abordagens principais: prova-lo ou perdé-lo (ou seja, buscar areas e
estratégias terapéuticas para demonstrar como os resultados podem ser melhorados) e fazer
mais com menos (ou seja, aumentar a eficiéncia operacional).

Dessa forma, hoje estamos cada vez mais caminhando para um mundo em que todas
as empresas das ciéncias da vida terdo que operar de forma mais eficiente, valendo-se de

fontes completamente diferentes para o desenvolvimento novos farmacos, agindo de forma
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cautelosa devido ao ambiente financeiro pressionado pela crise financeira global e recessao
econémica (ERNST e YOUNG, 2011).

A partir destes pontos de vista, recursos naturais surgem como uma possivel fonte de
obtencédo de novos farmacos de forma sustentavel.

2.6 Recursos naturais como fontes de obtencdo de novos farmacos: Biodiversidade
Brasileira como Chave para a Inovacao Sustentavel

O termo biodiversidade hoje consagrado na literatura, refere-se a diversidade bioldgica
para designar a variedade de formas de vida em todos os niveis, desde micro-organismos até
flora e fauna silvestres, além da espécie humana (ALHO, 2012).

A biodiversidade, ao compreender toda a variedade de organismos vivos, encontrada
nos mais diferentes niveis da natureza, representa a maior riqueza do planeta, pois é a base de
inimeras atividades, tais como agricultura, pecuédria, pesca, silvicultura e, mais
modernamente, a industria da biotecnologia (GOMES, 2008). Em paises considerados
detentores de alta biodiversidade, como o Brasil, a questdo da biodiversidade tem enorme
relevancia, de importancia estratégica, incluindo o destaque politico no contexto global (Alho,
2012). Dessa forma, 0 novo milénio traz um grande desafio para a ciéncia brasileira que seria
a exploragdo racional e eficiente do meio ambiente. A exploracdo de forma sustentavel da
biodiversidade seria a resposta para essa questdo, contribuindo, assim para a melhoria da
qualidade e ampliacdo da expectativa de vida da populacdo brasileira (MORAES FILHO,
2010).

A natureza, desde a antiguidade é explorada como uma fonte de produtos naturais para
o tratamento de diversas enfermidades, pois este ambiente é tido como uma rica fonte de
compostos com propriedades terapéuticas (MOLINSKY et al., 2009; COSTA-LOTUFO et
al., 2009). Atualmente, ndo é diferente, continuamos em uma busca constante por novos
meios de cura com base em novos componentes quimicos ou principios ativos de produtos da
biodiversidade, no potencial farmacéutico de inmeras espécies de micro-organismos, plantas
e animais, além da busca da medicina preventiva nesses novos produtos da diversidade
bioldgica (ALHO, 2012).

Moléculas bioativas, que foram obtidas a partir de diversos recursos naturais,
incluindo micrdébios terrestres e marinhos, plantas e animais (invertebrados e vertebrados) e
seus derivados, foram validados por suas potenciais propriedades antimicrobianas. Essas
moléculas ainda podem apresentar atividade anticancerigena, anticoagulante, antiparasitaria e

imunossupressora. Esses compostos antibidticos por serem ndo tdxicos ou menos toxicos para
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as células hospedeiras apresentam um papel vital no desenvolvimento de novas drogas
antimicrobianas (RAJESHKUMAR e SUNDARARAMAN, 2012).

Produtos naturais sdo os agentes antibacterianos mais importantes. O nimero total de
produtos naturais produzidos foi estimado a estar entre 500.000 e 600.000. As estruturas de
160.000 produtos naturais ja foram elucidadas. Cerca de 100.000 destes s&o a partir de plantas
(DEMAIN, 2009). De cada 150 medicamentos receitados e comercializados nos Estados
Unidos, 118 sdo elaborados a partir de produtos originarios da biodiversidade, como plantas,
fungos, bactérias e animais (CHIVIAN e BERNSTEIN, 2008). Entretanto os organismos
procariontes e alguns fungos desempenham um importante papel na producdo de metabdlitos
secundarios com potenciais aplicacfes terapéuticas, onde, a maior fonte de novas moléculas
ndo sdo plantas, mas fungos e bactérias (RAW, 2007).

Aproximadamente 20.000 metabdlitos microbianos tém sido utilizados na inddstria
farmacéutica como drogas antimicrobianas, antivirais e antitumorais (RAJESHKUMAR e
SUNDARARAMAN, 2012). Entretanto, ainda existe uma necessidade urgente de descobrir
novos metabdlitos secundarios oriundos de micro-organismos, para serem utilizados em prol
da medicina (DEMAIN, 2009).

Contudo, hoje, sem divida, é grande o impacto causado pela populacdo humana sobre
a hatureza, proporcionando drastica perda da biodiversidade. Essa degradacdo biotica,
especialmente nas regides tropicais, preocupa autoridades e ambientalistas no mundo inteiro,
principalmente pelo fato de que a programacdo genética contida em cada espécie é Unica,
original, e, quando essa espécie € extinta, essa informacdo é perdida para sempre, bem como
seu potencial bioldgico (ALHO, 2012).

2.7 Bioprospeccdo de micro-organismos com potencial antimicrobiano no bioma
cearense

A enorme diversidade de micro-organismos no planeta é um fator determinante que
deve ser mantido em mente para o desenvolvimento futuro de novas drogas (DEMAIN,
2009). Vale ressaltar que a competicdo pela sobrevivéncia e as pressdes ambientais conduzem
a evolucdo desses micro-organismos (defesa, ataque e diversidade de sinalizacéo),
determinando, assim, a diversidade biologica e o desenvolvimento de potenciais novas drogas
quimicas (SINGH e MACDONALD, 2010).

Segundo dados de DEMAIN (2009), em 2002, os micro-organismos foram a fonte de
22.500 compostos bioativos. Destas moléculas, 17% foram obtidas a partir de bactérias
unicelulares, 45% a partir de actinomicetos e 38% a partir de fungos. Dentro deste ponto de
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vista 0s fungos merecem um destaque especial pelo fato de que se avalia que existam 1,5
milhGes de espécies fangicas, das quais apenas 74.000 sdo conhecidas (AJESH e SREEJITH,
2009).

Os fungos tém uma longa histdria de uso na medicina popular, especialmente nos
paises asiaticos, e seu estudo tornou-se uma questdo de grande importancia nas dltimas
décadas (LINDEQUIST et al. 2010). Entretanto, a investigacdo de metabolitos secundarios,
oriundos de fungos, se deu inicio através da descoberta da penicilina, obtida do fungo
Penicillium chrysogenum, por Alexander Fleming, em 1928, e seu uso clinico, na década de
1940, a bioprospeccédo de micro-organismos e seus produtos, tornaram-se uma via interessante
para o descobrimento de novos compostos (CRAGG e NEWMAN, 2013).

Desde entdo estes micro-organismos tornaram-se um terreno de busca para novas
drogas (STROBEL e DAISY 2003; LARSEN et al., 2005). Nos anos posteriores, VArios
outros agentes antimicrobianos de origem fungica, como griseofulvina (GROVE et al., 1952)
e cefalosporina C (NEWTON e ABRAHAM, 1955) foram descobertos. Isso estimulou as
empresas farmacéuticas para provar e analisar grandes colecbes de cepas flngicas
especialmente para producdo de antibiéticos (BUTLER, 2004). Consequentemente, muitos
compostos naturais foram isolados. Estes compostos, em sua maioria, podem ser produzidos
em grandes quantidades e com um custo razoavel, por fermentacdo empregando estirpes de
fungos selvagens ou geneticamente modificados (ALY et al., 2011).

Nos primeiros anos da descoberta das drogas oriundas de fungos, 0s organismos eram
principalmente isolados de amostras de solo, contudo ao longo dos ultimos anos, a descoberta
de compostos bioativos a partir de microrganismos do solo tornou-se mais dificil devido a
grande exploracdo deste recurso. Para ultrapassar este problema, outros habitats tém sido
explorados, principalmente aqueles em que 0Ss micro-organismos estdo em associacdo
simbidtica, tais como relacdo de endofitos. A investigacdo sobre microrganismos endofiticos,
que € mais recente do que investigacdo sobre os microbios do solo tem contribuido para a
descoberta de moléculas biologicamente ativas (JOSEPH e PRIYA, 2011; CRAWFORD e
CLARDY, 2011; KURTBOEKE, 2011; GUTIERREZ et al., 2012).

Atualmente, as drogas derivadas de fungos apresentam um grande valor no mercado
global, onde a amoxicilina e a ciclosporina geraram lucros de 1,7 bilhdes e 1,4 bilhdes de
ddlares, respectivamente, durante o periodo 2004-2008 (SINGH e MACDONALD, 2010).

Portanto dentro deste contexto, espera-se que através da sondagem de fungos,

especialmente leveduras, em nichos ecoldgicos novos ou menos investigado, novas estruturas
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drogas ou agrotoxicos possam ser descobertas (SINGH e MACDONALD, 2010). Dentre 0os
diversos biomas existentes no Brasil, 0 bioma cearense apresenta peculiaridades Unicas. Uma
vez que no Estado do Ceara coexistem diversos biomas entre eles: praias, serras, sertdes,
caatinga e resquicios de Mata Atlantica (CEARA, 2011). Nas Gltimas décadas, esse potencial
biotecnolégico vem correndo um sério risco de desaparecer devido a fendmenos cada vez
mais frequente como o0s processos de desertificacdo, queimadas e biopirataria (ICMBIo
2010).A microbiota fungica desses ambientes e o seu potencial biotecnologico é totalmente
desconhecida. Assim o Bioma Cearense surge como um importante ecossistema para a busca

de novos fungos, bem como a procura por novas moléculas antimicrobianas.
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3. HIPOTESES
1) Leveduras obtidas do bioma cearense produzem metabolitos secundarios com

atividade antimicrobiana?
2) Os metabdlitos secundarios obtidos de Leveduras pertencentes ao bioma cearense

apresentam atividade por meio de danos na membrana em SARM?
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4. OBJETIVO GERAL

Realizar a prospeccdo de compostos com atividade bioldgica a partir de extratos
obtidos de fermentados de leveduras isoladas de diversas amostras do bioma cearense,

com o intuito de identificar novas espécies e avaliar o seu potencial biotecnoldgico.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

v
v

Isolar e cultivar leveduras oriundas do Macro Regifes do Estado do Ceard: Regido
Metropolitana de Fortaleza e Regi&o da Serra de Guaramiranga.

Identificar a nivel molecular as leveduras isoladas;

Extrair os metabdlitos secundarios oriundos das leveduras obtidas do bioma cearense;
Avaliar, in vitro, o potencial antimicrobiano dos extratos obtidos pela fermentacdo dos
isolados frente a cepas de bactérias patogénicas, incluindo SARM, pertencentes a
bacterioteca do LABEL da Universidade Federal do Cear;

Caracterizar o perfil quimico dos extratos ativos com énfase no isolamento e
reconhecimento de metabdlitos secundarios com atividade bioldgica;

Determinar o possivel mecanismo de agdo dos extratos ativos através da citometria de

fluxo.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Coleta do material/Plagueamento das amostras/Purificacdo dos micro-organismos
As amostras foram coletadas em algumas regides do Estado do Ceara encontram-se
marcadas na Figura 8 (ver pagina 34). Estas foram acondicionadas em plasticos estéreis e
guardadas em caixas térmicas devidamente rotuladas e identificadas. As amostras foram
transportadas para o Laboratorio de Bioprospeccdo e Experimentacdo em Leveduras da
Universidade Federal do Ceara. As amostras foram diluidas em agua mili-Q na proporcéo de
1:5 (m/v). Apds essa etapa, 1 mL do homogeneizado foi plaqueada em placas de batata
dextrose agar (BDA). Apds o plaqueamento das amostras, as placas foram armazenadas em
estufa a 35°C por sete dias. A selecdo das leveduras foi realizada por diferencas nos aspectos
morfoldgicos de cada col6nia observadas a olho nu. A purificacdo das linhagens foi feita em
placas de Agar Sabouraud acrescidas de Clorafenicol (5%), através da técnica de estria por
esgotamento, até que as cepas estivessem completamente puras. Confirmada a pureza, as
leveduras isoladas foram armazenadas e identificadas com o auxilio de técnicas moleculares
(Kelecon, 2002; WAGNER-DOBLER et al., 2003; WILKE et al., 2003).



Figura 8: Mapa dos locais de amostragem no estado do Ceara.
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HVNJ-27(Latitude: 3.82329/Longitude: 38.6465); HVNJ-70(Latitude: 4.29845/ Longitude:
38.9087; HVNJ-72 (Latitude: 4.28922/ Longitude: 38.9283); HVNJ-82 (Latitude:
4.2413/Longitude: 38.9328); HVNJ-95 B(Longitude: 4.20817/Latitude: 38.9672); HVNJ-
115 A (Latitude: 4.20848/Longitude: 38.9673); HVNJ-115 B(Latitude: 4.22508/ Longitude:
38.9263); HVNJ-120 (Latitude: 4.21568/ Longitude: 38.9616); HVNJ-130 (Latitude:
4.24134/ Longitude: 38.9328); HVNJ-138 (Latitude: 4.21238/ Longitude: 38.9454); HVNJ-
189 Latitude: 4.24134/ Longitude: 38.9328).
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5.2. Identificacdo molecular

O DNA gendmico foi purificado utilizando um protocolo baseado no método CTAB
(Brometo de cetiltrimetilaménio), tal como descrito anteriormente por WARNER et al.
(1996). A regido do DNA nuclear que compreende os espagadores internos transcritos (ITS1 e
ITS2) e 0 gene do rRNA 5.8S foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando os iniciadores ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITSS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') como sugerido por WHITE et al. (1990).

Reac0Oes de amplificacdo foram realizadas num volume final de 25 mL, que continha
DNA gendmica (300-400 ng), tampéo de reaccdo 1X GoTaqg tampdo de reacdo (Promega,
Madison, WI, EUA), MgCI2 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP (GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ, EUA), 0,5 uM de cada iniciador e 1,25 U de DNA Polimerase GoTaq
(Promega). As reagOes foram realizadas num termociclador de gradiente Mastercycler
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) programado para um passo inicial de desnaturacao (2 min
a 95 ° C) seguido por 35 ciclosde 1 mina95°C, 1 mina60°C,e3mina72°C. O ultimo
ciclo foi seguida por uma incubacéo final de 10 min a 72 © C. Amostras de controle contendo
todas as componentes da reacdo, com excecdo DNA foram usadas para testar a auséncia de
contaminacdo DNA ocorreu.

A especificidade das amplificacdes foi determinada por eletroforese em gel de agarose
a 1,0% (Sambrook et al., 1989). A especificidade das amplificacdes foi determinada por
eletroforese em 1,0% de gel de agarose. Os restantes produtos amplificados foram purificados
utilizando as ILUSTRACOES GFX PCR DNA e Banda Gel Purification Kit (GE Healthcare
Life Sciences) e as concentragdes dos produtos de amplificacdo purificados foram
determinadas por medicdo da absorbancia a 260 nm dez vezes diluida. O sequenciamento do
DNA foi efetuado na Macrogen Inc. (Seoul, Coreia do Sul), utilizando o método de
terminacdo de cadeia didesoxi Sanger's. Ambas as cadeias de cada amplicom foram
sequenciados utilizando os iniciadores ITS4 e ITS5. As sequéncias foram entdo montadas
usando o pacote Phred / Phrap / Consed (EWING et al., 1998; EWING and GREEN, 1998;
GORDON et al., 1998). Os limites iniciais e finais do ITS1 e ITS2 foram identificados por
comparacdo com sequéncias anotadas da ITSoneDB (Santamaria et al., 2012) e ITS2
database (KELLER et al., 2009), respectivamente. Os ITS / 5.8S sequéncias foram
depositadas no banco de dados GenBank (nimeros de acesso KJ740170- KJ740173,
KJ740178, KJ740180- KJ740182, KJ740185, KJ740189 e KJ740190) e comparadas as
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disponiveis na sequéncia de DNA dos bancos de dados utilizando o programa BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990).
5.3. Cultivo e extracdo quimica das culturas de leveduras

Para a obtencdo dos extratos, as cepas de leveduras purificadas foram inoculadas em
erlenmeyers de 250mL contendo 50mL de meio (0.4% glicose, 1% extrato de malte, 0.4%
extrato de levedura). As culturas foram incubadas a 35°C por 48 h (Ding et al., 2008). Os
fungos isolados foram inoculados e cultivados em diferentes meios nutritivos. Aliquotas de
5mL das culturas de 48h foram colocadas em dois erlenmeyers de 1000 mL, contendo 400
mL de dois meios de cultura distintos: (1) (1% de glicose, 0.25% de extrato de levedura, 1%
de peptona); (11) (1% de glicose, 1% de extrato de levedura, 0.25% de peptona). As culturas
foram mantidas a 28°C por 14 dias. Apos o crescimento no meio liquido, os extratos de cada
levedura foram extraidos com acetato de etila (EtOAc) e concentrados em evaporador
rotativo. A massa seca foi ressuspendida em DMSO (0,1%), onde ficaram prontas para 0S
testes de rastreamento da atividade antimicrobiana (XIONG et al., 2009).

5.4. Micro-organismos

As cepas de controle padrdo utilizados nesses experimentos foram Escherichia coli
(ATCC® 8739™), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 9027 ™), Staphylococcus aureus
(ATCC® 6538 ™), Bacillus subtilis (ATCC® 6633 ™) e SARM (ATCC® 65398 ™). Neste
estudo foram usadas 11 cepas de SARM que foram bioquimicamente identificadas e que
pertencem ao Laboratério de Bioprospeccdo e Experimentacdo em Leveduras (LABEL) da
Universidade Federal do Ceara.

5.5. Avaliacdo da atividade antimicrobiana (Método de Difusdo em Agar)

Os testes foram realizados segundo o documento M02-All (CLSI, 2012) com
modificacbes. Pogos, com 6 mm de didmetro, foram confeccionados na camada de &gar da
placa de Petri, como descrito por SHEN et al. (2014). Nesses pocos foram aplicados um
volume de 20 ul (30 mg/mL) dos extratos obtidos. As placas foram incubadas por 20 horas a
35°C. Os solventes bem como os diluentes utilizados na dissolucdo dos extratos foram usados
como controle negativo. Foram considerados como compostos promissores aqueles com halo
superiores a 30 mm. Os discos de antibioticos utilizados nos ensaios de sensibilidade aos
antimicrobianos foram Oxacilina 1pug (OXA), Cefepime 30pg (CPM), Amicacina 30ug
(AMI), Cefoxitina 30pg (CFO) e Clindamicina 2pg (CLI) (Diagndsticos Microbiologicos
Especializados — D.M.E., BRA) (CLSI, 2013).

5.6. Determinagdes da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)
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Os extratos que apresentaram potencial efeito antimicrobiano, pelo método de difuséo
em agar foram submetidos a determinagdo do CIM pelo método de microdiluicdo em caldo. A
determinacdo do CIM foi realizada de acordo com o documento M07-A9 (CLSI, 2012). Os
extratos foram avaliados na faixa de concentracdo de 1024-0.5 pug/mL. Vancomicina (Sigma-
Aldrich Co., USA) foi usada como controle positivo, na faixa de 0.25-64 ug/mL e o DMSO
foi usado como controle negativo, na faixa de 0.039-10% v/v. As placas foram incubadas a
35°C por 20 horas. A inibicdo do crescimento microbiano foi determinada visualmente (CLSI,
2013).
5.7. Exposicao das células de SARM aos extratos mais ativos

Para determinacdo da integridade de membrana, da fragmentacdo do DNA e da
exposicdo da fosfatidilserina foi utilizada uma Unica cepa de SARM (SARM 1). As
suspensdes celulares da estirpe resistente foram obtidas a partir de culturas em fase de
crescimento exponencial, incubadas em caldo BHI a 37 °C por 20h. As células foram
colhidas, centrifugadas (1600g por 10 min a 4°C) e lavadas duas vezes com uma solucdo
salina 0.85% (1200g por 5 min a 4°C), e ent&o ressuspensas (~10° células/mL) com tampéo
HEPES (Sigma Chemical Co., EUA) suplementado com glicose 2%, pH 7.2. Uma suspenséao
de bactérias (5 x 10° UFC/mL) foi incubada a 35°C por 20 horas com 0s extratos ativos na
concentracédo de 2x CIM (SILVA et al., 2011; SHI et al., 2007; WILLIAMS et al., 1998).
5.8. Determinacao da integridade de membrana

A integridade da membrana das estirpes bacterianas foi avaliada pelo teste de exclusédo
com 2 mg/L de iodeto de propidio (Pl). Apés 20 horas de incubagdo com o0s extratos,
aliquotas foram retiradas e analisadas por citometria de fluxo. Foi avaliado um total de 10.000
eventos por experimento (n = 2), com os detritos celulares omitidos da analise. A
fluorescéncia celular foi entdo determinado por citometria de fluxo em um Guava EasyCyte™
Mini System cytometer (Guava Technologies, Inc., Industrial Blvd. Hayward, CA, USA) e
analisadas com o software 4.1 CytoSoft (ANDRADE NETO et al., 2014; SILVA et al., 2011,
SHI et al., 2007; WILLIAMS et al., 1998)
5.9. Analise da fragmentacdo do DNA

Para a analise da fragmentacdo do DNA, foi realizada a técnica de desoxinucleotidil-
transferase mediated dUTP nick end labeling assay (TUNEL). Os ensaios foram realizados
de acordo com o protocolo do fabricante do kit (Roche, Suica). As células tratadas (item 5.7)
foram fixadas em 7% de paraformaldeido a temperatura ambiente. As células fixadas foram

penetradas com 1% de Triton X-100 durante 10 minutos em gelo, depois incubadas com a
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mistura reacional de TUNEL durante 1 h a 37 ° C. As células foram entdo examinadas
utilizando um microscopio de fluorescéncia (Olympus, Toquio, Japdo). Duzentas células
foram contadas por amostra para determinar o percentual de células positivas (DWYER et al.,
2012).
5.10. Andlise da exposicéo de fosfatidilserina

As células de SARM (item 5.7) foram coradas com FITC anexina V e PI utilizando
um kit de deteccdo de apoptose FITC anexina V (Guava nexin Kit, Guava Technologies).
Subsequentemente, foram lavadas com PPB (Tampdo Fosfato de Potassio, pH 6.0) e
incubadas em tampao de ligacdo de anexina contendo 5 mL/mL de FITC anexinaV e 5 mL de
Pl para 20 min. As células foram depois analisadas por citometria de fluxo (Guava EasyCyte
Mini System). Para cada experimento (n = 3) 10.000 eventos foram avaliadas e os detritos
celulares foram omitidos da analise (DWYER et al., 2012; ANDRADE NETO et al., 2014).
5.11. Isolamento e cultura de leucécitos humanos

Foi usado sangue heparinizado, oriundo de doadores ndo fumantes saudaveis que nao
tinham tomado qualquer droga pelo menos 15 dias antes da amostragem, os leucocitos foram
recolhidos e isolados utilizando centrifugacdo em gradiente de densidade usando Histopaque-
1077. As células foram lavadas e re-suspensas em meio RPMI 1640 suplementado com 20%
de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 U / mL de penicilina, 100 ug / mL de
estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) a 37 ° C e sob uma 5 % atmosfera CO2.
Fito-hemaglutinina-2% (CULTILAB, Campinas, Brasil) foi adicionado no inicio das culturas.
Apos 24 h, as células foram tratadas com os compostos do presente trabalho (DA SILVA et
al., 2014; CAVALCANTI et al., 2009).
5.12. Toxicidade dos extratos obtidos das leveduras frente a leucocitos humanos

A citotoxicidade dos compostos testados contra leucdcitos foi avaliada pelo ensaio do
MTT (brometo de 3- (4,5- dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich Co.,
EUA). Resumidamente, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos (1,5 x 10° células
/ ml). Os compostos foram dissolvidos em DMSO a 1% (Sigma Chemical) a 0,19-100 ug / ml
e as solugdes resultantes foram adicionadas aos pocos. Apds 72 h de exposi¢do, 0
sobrenadante foi substituido por meio fresco contendo MTT (0,5 mg / mL). Apés 3 h, o
produto de formazan de MTT foi dissolvido em DMSO e a absorbancia foi medida a 595 nm
(Beckman Coulter® espectrometro DTX-880) (DA SILVA et al., 2014; CAVALCANTI et
al., 2009).
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5.13. Analise do perfil quimico dos extratos obtidos usando Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-MS)

Os extratos obtidos a partir do cultivo das leveduras em diferentes meios foram
submetidos a andlise do perfil dos metabdlitos por em CG-MS acoplado com um espectro de
massa.

5.13.1 Derivatizacgdo dos extratos

Os extratos (1 mg) foram submetidos a derivatizagdo com uma solucéo de piridina (1
mL), TMCS (cloreto de trimetilsilano) e 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano na proporcdo de
9:3:1, respectivamente. Em seguida, os mesmos foram agitados em vortex por 10 min e
incubados em um bloco de aquecimento a 60°C durante 60 minutos. Finalmente, as amostras
derivatizadas foram transferidas para as vias do cromatografo gasoso usando uma pipeta de
Pasteur (MARQUES, R.A. 2011).

5.13.2 Anélise dos extratos

As amostras foram analisadas através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. O volume de 1pL das amostras foi injetado. A separacdo dos
compostos foi feita utilizando-se uma coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25mm d.i., 0,25um de
espessura do filme). O gas Hélio foi usado para o arraste com uma velocidade linear de 0,9
mL/s. O programa de temperatura do forno foi: temperatura inicial de 160°C, 160° a 270°C a
4°C/min, e depois 270°C por 20 min. A temperatura do injetor era de 250°C. Os parametros
do espectrémetro de massas no modo de impacto eletronico foram: temperatura da fonte de
ions, 230° C; energia dos elétrons, 70 eV; corrente do filamento, 34,6 YA; voltagem do
multiplicador de elétrons, 1200 V (MARQUES, R.A. 2011).

5.13.3 Identificacdo dos compostos

Os compostos foram identificados através da comparagdo dos respectivos espectros de

massas com 0s espectros existentes no banco de dados do equipamento e por comparacéo

visual dos espectros de massas com dados contidos na literatura (MARQUES, R.A. 2011).
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6. RESULTADOS
6.1 Isolamentos das amostras

Usando os meios seletivos e as condicdes de cultivo descritas, foram isoladas onze
cepas de leveduras, de varias amostras (solo, flores, folhas, frutos, madeira em decomposicado
e 4gua) do bioma cearense, conforme discriminadas na Tabela 1 (ver pagina 45).
6.2 ldentificacdo Molecular

Para a identificacdo das 11 cepas utilizadas neste trabalho a regido completa ITS/5.8S
(ITS1, 5.8S, e ITS2) do DNA ribossémico nuclear foi amplificado e totalmente sequenciado.
Estas sequéncias de 1TS/5.8S foram comparadas as depositadas em bancos de dados de
sequéncias de DNA, e com base nos percentuais de identidade de sequéncia, que foram
recuperados nas buscas BLAST, as estirpes estavam determinados a pertencer a 5 espeécies,
como mostrado na Tabela 1(ver pagina 45).
6.3 Crescimento das leveduras em condic¢Ges nutricionais distintas

Foram testados dois meios de cultura diferentes, a fim de avaliar efeitos prévios dos
mesmos sobre 0 sobre o crescimento e a producdo de compostos bioativos. Ao analisarmos a
Tabela 2 (ver péagina 46), a maioria das leveduras cresceu de maneira semelhante nas
condigdes nutricionais, com excec¢do dos isolados HVNJ-138 (I1) e HVYNJ-189 (I1) que néo
apresentaram crescimento adequado nos respectivos meios em que foram cultivados.
6.4 Atividade antimicrobiana dos extratos

Todos os extratos obtidos a partir dos isolados foram testados quanto a sua capacidade
de produzir substancias antimicrobianas contra quatro cepas de colecdo (ATCC), sendo duas
bactérias Gram positivas e duas Gram negativas. No total, foram testados 22 extratos
organicos quanto a sua atividade antimicrobiana, utilizando o método de difusdo em &gar. De
acordo com a Tabela 3 (ver pagina 47), observamos que 59% (13) dos extratos obtidos,
parecem ter atividade in vitro frente a cepas de bactérias Gram positivas. Contudo, sete deles
aparentam ter um espectro de acdo maior, pois foram capazes de inibir o crescimento de
bactérias gram negativas. Estes apresentaram zonas de inibi¢do superiores a 30 mm, quando
comparadas ao controle negativo (DMSO 0.1%). Devido a isto, selecionamos estes extratos
para serem testados frente a quatro cepas de SARM. Os resultados encontram-se
discriminados na Tabela 3, onde observamos que todos os extratos testados propiciaram uma
inibicdo no crescimento das estirpes resistentes.

6.6 Determinagdes do CIM dos extratos mais ativos frente a cepas de SARM
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Os extratos que apresentaram atividade inibitoria contra as cepas de SARM tiveram o
seu CIM determinado. Todas as cepas estudadas foram inibidas pelos extratos ativos, com
diferentes graus de inibicdo. A Tabela 4 (ver pagina 49) mostra uma potencial atividade
antimicrobiana de sete extratos contra os isolados clinicos de SARM, com MICs variando
entre 34-512 pg/mL. Os resultados demonstraram serem promissores, portanto, decidimos
investigar o possivel mecanismo de acdo destes extratos em cepas de SARM, utilizando

técnicas de citometria de fluxo.



Tabela 1. Cepas de leveduras isoladas de amostras ambientais no estado do Ceara.

GenBank
. : nameros de
Cepa Fonte La(t:tg)d € Logg\;t/l;de Espécies acesso das
sequéncias
ITS/5.8S
HVNJ-27 Folhas 3.82329 | 38.6465 Candida KJ740185
tropicalis
HVNJ-70 Tronco 429845 | 38.9087 Candida KJ740182
tropicalis
HVNI-72 Folhas 428922 | 38.9283 Candida KJ740181
tropicalis
HV/NJ-82 Tronco 4.2413 38.9328 Candida K 1740180
tropicalis
HVNJ-9sB | oas | 420817 | 38.9672 Exophiala |y 1740171
dermatitidis
HVNJ-115 A | Tolhas | 420848 | 38.9673 Candida KJ740190
parapsilosis
HVNJ-115 B Tronco 4.22508 38.9263 Cand_'da_ KJ740189
parapsilosis
HVNJ-120 Pedra 4.21568 38.9616 | candida albicans | KJ740178
HVNJ-130 Folhas 4.24134 38.9328 Trichosr?_c_)ron KJ740172
asahii
HVNJ-138 Solo 4.21238 38.9454 Exophiala KJ740170
dermatitidis
HVNJ-189 Folhas 4.24134 38.9328 Trichosporon KJ740173

asahii
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Tabela 2. Cultivo de Leveduras em meios de cultura com composicao diferente, por 14 dias.
G, glicose; Y, extrato de levedura; P, peptona. O crescimento foi estimado visualmente (+ + +
melhor crescimento; + + crescimento médio; + fraco crescimento). Este codigo sera usado nas
Tabelas 3-6 e Figuras 1-4.

Fonte de Fonte de
Cddigo Carbono Nitrogénio Crescimento | Cor do extrato
(10g/L) (g/L)

HVNJ-27 (1) Glicose 10Y+0.25P ++ Azul
HVNJ-27 (1) Glicose 0.25Y+10P ++ Amarelo
HVNJ-70 (1) Glicose 10Y+0.25P ++ Amarelo
HVNJ-70 (1) Glicose 0.25Y+10P ++ Amarelo
HVNJ-72 (1) Glicose 10Y+0.25P ++ Amarelo
HVNJ-72 (1) Glicose 0.25Y+10P ++ Amarelo
HVNJ-82 (1) Glicose 10Y+0.25P ++ Amarelo
HVNJ-82 (1) Glicose 0.25Y+10P ++ Amarelo
HVNJ-95B (1) Glicose 10Y+0.25P ++ Amarelo
HVNJ-95B (1) Glicose 0.25Y+10P ++ Amarelo
HVNJ-115A (1) Glicose 10Y+0.25P +++ Amarelo
HVNJ-115A (11) Glicose 0.25Y+10P ++ Amarelo
HVNJ-115B (1) Glicose 10Y+0.25P +++ Amarelo
HVNJ-115B (1) Glicose 0.25Y+10P ++ Amarelo
HVNJ-120 (1) Glicose 10Y+0.25P ++ Amarelo
HVNJ-120 (11) Glicose 0.25Y+10P ++ Amarelo
HVNJ-130 (1) Glicose 10Y+0.25P ++ Amarelo
HVNJ-130 (1) Glicose 0.25Y+10P ++ Amarelo
HVNJ-138 (1) Glicose 10Y+0.25P ++ Amarelo
HVNJ-138 (1) Glicose 0.25Y+10P + Amarelo
HVNJ-189 (1) Glicose 10Y+0.25P ++ Amarelo
HVNJ-189 (11) Glicose 0.25Y+10P + Amarelo




Tabela 3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos oriunda de leveduras ambientais isoladas no Ceara, usando a

metodologia de agar difuséo.
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B.subitilis S.aureus E.coli P.aeruginosa SARM
SARM 1 | SARM 2 | SARM 3 | SARM 4
Caodigo AchT:f ATCCT:S ATCCT:;@ ATC?EA@ 2027 ATCCT(?A (Halo- (Halo- (Halo- (Halo-
6633 6538 8739 65398

(Halo-mm) (Halo-mm) (Halo-mm) (Halo-mm) (Halo-mm) mm) mm) mm) mm)
NC ° NE © NE NE NE NE NE NE NE NE
HVNJ-27 (1) 37 39 39 37 33 37 12 13 36
HVNJ-27 (11) 37 39 37 36 35 345 22.5 135 34
HVNJ-38 (1) 17 8.3 NE NE NE NE NE NE NE
HVNJ-38 (1) 13 7.3 NE NE NE NE NE NE NE
HVNJ-70 (1) 16.7 18 NE NE 11 NE 19 NE 18
HVNJ-70 (11) 16 12 NE NE 9 NE 9.0 NE 10
HVNJ-72 (1) 15.7 9.0 NE NE 6 NE NE NE NE
HVNJ-72 (11) 9.7 6.7 NE NE 9 NE NE NE NE
HVNJ-82 (1) NE NE NE NE NE NE NE NE NE
HVNJ-82 (11) NE NE NE NE NE NE NE NE NE
HVNJ-115 A (1) NE NE NE NE NE NE NE NE NE
HVNJ-115 A (1) NE NE NE NE NE NE NE NE NE




46

HVNJ-115 B (1) NE NE NE NE NE NE NE NE NE
HVNJ-115 B (1) NE NE NE NE NE NE NE NE NE
HVNJ-130 (1) 36.0 37.3 34.7 33.3 18 35 11 145 35
HVNJ-130 (11) 35.0 35.3 38.0 37.0 18 36 115 15 34.5
HVNJ-138 (1) 37.3 34.7 35.3 37.7 33 36 125 13 32.5
HVNJ-138 (1) NE NE NE NE NE NE NE NE NE
HVNJ-189 (1) 36.7 38.3 37.7 35.7 33 37.5 12,5 14 35.5
HVNJ-189 (11) 35.7 34.7 40.7 35.3 34 37 12,5 15 35
OXA 21 26.5 NE NE NE NE NE NE NE
CPM 33 26 30 30 14 26 NE NE 14
AMI 32 23 21 24 NE 29 24 24 22
CFO 25 34 27 27 NE 14 12 NE 14
CLI 30 24 NE NE 8.0 NE NE NE NE

“Cepa de SARM isolada de amostras biologicas. ° NC — Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO, 0.1%) utilizado para a diluigdo
das substancias teste; OXA— Oxacilina, CPM—Cefepima, AMI- Amicacina, CFO— Cefoxitina, CLI- Clindamicina. ‘NE: Nenhum efeito. O
método de difusdo de agar foi realizado de acordo com o protocolo M02-A11 do CLSI e os pontos de corte foram baseados no protocolo M100-
S23 do CLSI. Todos os extratos HVNJ tiveram suas concentragdes fixadas em 30 mg / ml. O halo (mm) representa as médias geométricas de,
pelo menos, trés grupos halo determinados em dias diferentes.
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Tabela 4. Concentragdo inibitéria minima (CIM) dos extratos oriundos de leveduras

ambientais isoladas no Ceara contra cepas de SARM.

CIM
(Hg/mL)
Cepas® | VAN® HVNJb- HVNJ; HVNJ-b HVNJ-b HVNJ-b HVNJ-b HVNJ-b
27(D)° | 27.(1)® | 130 (1)° | 130 (1)° | 138 (1)° | 189 (1)° | 189 (11)

SARM

ATCC® 2 128 512 512 256 256 128 512
65398 ™
SARM 1* 4 136 136 132 132 72 68 34
SARM 2 4 256 128 96 96 192 192 64
SARM 3 4 128 128 64 96 192 96 48
SARM 4 4 72 72 40 32 72 40 36
SARM 5 2 128 512 512 256 256 128 512
SARM 6 2 16 512 512 32 128 16 512
SARM 7 2 64 256 512 32 64 16 512
SARM 8 2 32 512 512 32 64 64 512
SARM 9 2 64 256 512 32 128 16 512
SARM 10 2 64 256 512 32 16 16 512
SARM 11 2 64 256 512 128 128 16 512

? Cepas de SARM. "VAN — Vancomicina; Extratos HVNJ. O CIM foi definido como a

concentracdo mais baixa que produziu uma reducdo de 80% no crescimento de células

bacterianas apds 20 horas de incubagdo. A técnica de microdiluigdo em caldo foi realizada de

acordo com o protocolo M07-A9 do CLSI. As concentragdes de VAN variaram 0,125-64 pg /

mL e as concentracdes dos extratos variaram 0,5-512 pg / mL. As CIMs representam as

médias geométricas de, pelo menos, trés CIMs determinadas em dias diferentes. * Isolado

selecionado para a determinag¢ao do mecanismo de agao.
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6.7 Danos na membrana plasmatica em SARM apds exposi¢ao aos extratos

A Figura 10 (ver pagina 49) revela que na presenca do marcador iodeto de propidio (IP) parte
das células tornaram-se Pl-positivas quando tratadas com extratos apos 20 h de exposicédo
quando comparadas ao grupo controle (p <0.05), o que demonstra que 0s extratos causam
danos a membrana celular de cepas de SARM. Os tratamentos com os extratos HVNJ-27 (1) e

HVNJ-27 (11) resultaram em maiores percentuais de células coradas com PI.
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Figura 10: Efeito dos extratos HVNJ sobre a membrana plasméatica de um isolado

representativo de SARM. RPMI foi utilizado como controle negativo. * p <0.05 comparado

com o controle por ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.8 Fragmentacgdes do DNA induzida pelos extratos em cepas de SARM detectadas pelo
TUNEL

A Figura 11 (ver pagina 51) mostra que apds a exposicdo dos respectivos extratos,
observamos um aumento significativo (p <0.05) no percentual de células TUNEL positivas
em comparagdo ao grupo controle. Uma vez que a TdT (Desoxinucleotidil-transferase
terminal) age seletivamente na extremidade 3'-OH do DNA, as células de TUNEL-positivas
tratadas com os extratos devem apresentar mais destas extremidades, 0 que representa uma
fragmentacdo do DNA. Neste experimento, 62.0 £ 2.4% e 62.0 £+ 4.3% das células de SARM
tratadas com os extratos HVYNJ-138 (1) e HVYNJ-27 (1) foram TUNEL-positivas, sendo estes

0s extratos que ocasionaram mais danos ao DNA.
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Figura 11: Ensaio TUNEL frente a um isolado representativo de SARM mostrando a
fragmentacdo do DNA ap6s a incubacdo com os extratos HVNJ. As barras indicam a
porcentagem de células TUNEL positivas pré-tratadas com o controle (RPMI) e o0s
respectivos extratos HVNJ apds 24h de tratamento. * p <0.05 comparado com o controle por
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.9 Externalizacédo da fosfatidilserina em SARM

A avaliacdo quantitativa da apoptose foi realizada pelo método da anexina V-FITC . O
processo apoptdtico recente € identificado pela externalizacdo da fosfatidilserina, que se liga a
anexina V apods incubagdo. Assim, apos 24 h de incubagdo das células de SARM com o0s
extratos, a apoptose foi determinada pela marcacdo com anexina V por citometria de fluxo.
Pode-se observar na Figura 12 (ver pagina 53) que apenas 11.5 + 3.6% das células que néo
receberam tratamento com os extratos (grupo controle) apresentaram marcacgéo positiva para a
anexina V. No entanto, quando as células foram tratadas com os extratos houve um aumento
estatisticamente significativo (p <0.05) no nimero de células com marcagdo positiva para
anexina V, em relacdo ao grupo controle. Os extratos HVYNJ-130 (1) e HVNJ-47 (I1) foram
0s que apresentaram um maior percentual de células anexina-positivas, com valores de 57 +

11.4% e 56 + 6.2%, respectivamente.
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Figura 12: Externalizagdo de fosfatidilserina. A intensidade de fluorescéncia indica a
guantidade de fosfatidilserina exposta em células tratadas com os extratos HVNJ na
concentracdo de 2x CIM. O percentual de células anexina V + nas estirpes representativas de
SARM foi avaliada durante 24 horas. *p <0,05 comparado com o controle por ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.10 Atividades citotoxicas

A atividade citotoxica dos extratos mais ativos (halo >30 mm) foi avaliada contra leucdcitos
humanos (Tabela 5). E interessante ressaltar que aproximadamente 67% (5) dos extratos
obtidos revelaram uma citotoxicidade baixa, com valores de Cl 95% variando entre 84.9 e
95.3 pg/mL, respectivamente, enquanto que dois extratos foram considerados inativos.

Tabela 5. A atividade citotoxica dos metabolitos secundarios derivados de leveduras nos
leucdcitos. Os dados sdo apresentados como valores de IC50 e intervalo de confianca de 95%

(IC 95%) a partir de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

IC 95%
(ng/mL)

Compostos Leucécitos I1Csg
NC® NE°
HVNJ-27 (1) 95.73 +0.10
HVNJ-27 (1) 86.49 + 4.15
HVNJ-130 (1) 84.90 +4.07
HVNJ-130 (I1) 92.59 + 1.10

HVNJ-138 (1) >100
HVNJ-189 (1) 91.36 +5.10
HVNJ-189 (I1) >100

% O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO, 0,1%) utilizado para diluir as
substancias de teste
® NE: Nenhum efeito.
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6.11 Rastreamento quimico dos extratos ativos

Através da analise por CG-MS foi identificado uma variedade de substancias. A
Tabela 6 (ver pagina 58) compara o perfil quimico dos extratos e mostra que o glicerol foi a
Unica substancia presente nos 9 extratos analisados. Contudo, mais trabalhos estdo em fase de
desenvolvimento, com o intuito de caracterizar as caracteristicas quimicas e biologicas destes
potenciais metabolitos, com o objetivo de descobrir compostos antimicrobianos para

aplicacdo no mercado farmacéutico.
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Tabela 6. Constituintes quimicos identificados nos extratos oriundos de leveduras isoladas no
Ceara.
1=HVNJ 130-1; 2=HVNJ 130-11; 3=HVNJ 47-1; 4=HVNJ 27-1; 5=HVNJ 47-1I; 6=HVNJ
138-1; 7=HVNJ 189-11; 8=HVNJ 138-I1; 9=HVNJ 189-1; 10=HVNJ 27-1I

CAS COMPOSTO RT |1(/2|3|4|5|6|7|8|9]|10
(min)
108-67-8 Mesitileno 3.165 X
7381-30- 1,2-Bis(trimetilsiloxi)etano 3.260 X
8
17887- 2,2,4,7,7-pentametil-3,6-Dioxa-2,7- 4.065 | x X | X
27-3 disilaoctano
17596- Acido 2-[(trimetilsilil)oxi]- 4.385 | X X
96-2 T .
trimetilsililester propandico
33581- Acido [(trimetilsilil)oxi]- 4645 | X | X |X|X|X]|X X
77-0 trimetilsililester acético
60-12-8 Fenil-etil &lcool 5.535 X
55133- Acido 3-[(trimetilsilil)oxi]- 6.541 X
94-3 trimetilsililester butanoico
55124- Acido 3-metil-2-[(trimetilsilil)oxi]- 6.681 X
92-0 trimetilsililester butandico
65-85-0 Acido benzoico 6.845 X
55124- Acido 3-metll-3-[(trimetllsilll)oxI]- 7.728 | X | X X X
90-8 trimetilsililester butandico
14629- 2-feniletoxi-trimetilsilano 8.075 X | X|X X
58-4
54890- Acido 4-metil-2-[(trimetilsilil)oxi]- 8.555 X
08-3 trimetilsililester pentanoico
2078-12- Acido trimetilsillester benzéico 8.625 X X X X
8
54890- Acido 3-metil-2-[(trimetilsilil)oxy]- 8.630 X
09-4 trimetilsililester pentandico
2078-12- Acido trimetilsilylester benzoico 8.695 X
8
54494- 2,2,10,10-tetrametil-3,9-dioxa-2,10- 9.015 X
06-3 disilaundecano
55494- Acido trimetilsililester octandico 9.120 X
06-9
6787-10- Tris(trimetilsilil)éter glicerol 9705 | X | X | X [ X[ X [X|X|X|X]| X
6
2078-18- | Acido trimetilsililester benzenacético | 10.080 | x | x X | X [ x X
4
40309- Acido bis(trimetilsilil) ester 10.663 | X | X | X X | X X
57-7 butanenodioico
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88-99-3 Acido 1,2-benzenodicarboxilico 10.700
38191- Acido 2,3-bis[(trimetilsilil)oxi]- 11.465
87-6 trimetilsililester propandico
6222-22- | 2,2,11,11-tetrametil-3,10-dioxa-2,11- | 11.770 X
6 disiladodecano
17962- Acido (2E)-bis(trimetilsilil)ester 11.715
03-7 butenedidico
6222-22- | 2,2,11,11-tetrametil-3,10-dioxa-2,11- | 11.756
6 disiladodecano
102146- Trimetilsilil mevalonica lactona 12.242 X
02-1
629-59-4 Tetradecano 13.060 X
21273- i 13.570
15-4 Acido trimetilsililester
benzenopropandico
501-94-0 4-hidroxi- benzenetanol 14.070 X
55494- Acido trimetilsililester decandico 14.902
15-0
61141- 4,6-dimetil-dodecano 15.906
72-8
629-78-7 Heptadecano 15.920 X X
96-76-4 2,4-Di-tert-butilfenol 16.567 X X
18547- 1,2,3,4-tetrakis[(trimetilsilil)oxi]- 17.012
29-0 butano
143-07-7 Acido dodecanoico 18.063 X X
321884- 4-hidroxi-ditetrametilsilil-feniletanol | 18.210
10-0
27750- Acido trimetilsililester-a- 18.896
45-4 [(trimetilsilil)oxi]-benzenpropandico
2078-13- Acido 4-Hidroxi- ditetrametilsilil- 19.905
9 benzdico
55520- Acido trimetilsililester dodecandico 20.535
95-1
544-76-3 Hexadecano 22.101 X
112-95-8 Eicosano 22.105 X X
14199- Xylitol, 1,2,3,4,5-pentakis-O- 22.920
72-5 (trimetilsilil)-
32381- Ribitol, 1,2,3,4,5-pentakis-O- 23.370
53-6 (trimetilsilil)-
544-63-8 Acido tetradecandico 23.665 X
4147-84- Acido bis(trimetilsilil)ester-1,4- 24.505
6 benzenodicarboxilico
593-45-3 Octadecano 24.560 X
629-92-5 Nonadecano 24.565 X X
17906- Acido bis(trimetilsilil)ester-azelaico | 24.715
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08-0
110-27-0 Isopropilmiristato 25.200 X
2347-40- Acido trimetilsililester-3,4- 25.415
2 bis[(trimetilsilil)oxi]-benzodico
19126- 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-D- | 25.795
98-8
Frutose
18603- Acido trimetilsililester-tetradecandico | 25.875
17-3
84-69-5 Acido bis(2-metilpropil)ester-1,2- 26.455 X
benzenodicarboxilico
3327-61- | 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-a-D- | 27.811
5 Glucopiranose
5654-86- Hexahidro-3-(2-metilpropil)- 27.890 X
4 pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona
2091-29- Acido 9-Hexadecendico 28.390 X
4
74367- Acido trimetilsililester-n- 28.420
22-9 Pentadecanoico
14199- Trimethylsilylether of glucitol 28.777
80-5
57-10-3 Acido n-Hexadecandico 28.935 X
94-41-7 Chalcona 29.581
2775-90- | 1,2,3,4,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-B-D- | 30.195
8 L
Glicopiranose
6736-97- | 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-D- | 30.233
6 Glicose
34290- Acido trimetilsililester-2,3,4,5,6- 30.565
52-3 pentakis-O-(trimetilsilil)-D-Gluconico
55520- Acido hexadecandico trimetilsililester | 30.793
89-3
112-80-1 Acido oléico 33.180 X
60-33-3 Acido (92, 127)-Octadecadiendico | 33.202 X
57-11-4 Acido octadecanoico 33.665 X
56259- Acido trimetilsililester-(9Z, 127)- 34.600
07-5 Octadecadiendico
96851- Acido trans-trimetilsililester-9- 34.720
47-7 Octadecendico
18748- Acido trimetilsililester-octadecandico | 35.370
91-9
6309-51- Laurato de isoamila 35.400 X
9
511-12-6 | (5'0,10a)-3',6',18-trione, 9,10-dihydro- | 38.840
12'-hydroxy-2'-methyl-5'-
(phenylmethyl)-ergotamina
10457- 2',3' 5'-tris-O-(trimethylsilyl)-uridine | 42.409
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16-6

4376-20- Mono (2-etilhexil)-phthalate 45.595
9

7098-22- Tetratetracontano 46.510
8

1188-74- Acido 2,3- 46.565
5 bis[(trimetilsilil)oxi]propylester

hexadecandico

74367- | Acido trimethylsilylester docosandico | 46.995
36-5

54284- 1-Monooleoilglicerol trimetilsilileter | 48.225
47-8

6263-84- 1,3,5-Trifenil-1,5-pentandiona 48.858

9
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7. DISCUSSAO

No mundo estdo descritas aproximadamente 99.000 espécies de fungos (Kirk et al.
2008), das quais aproximadamente 3,7% da diversidade mundial existiria no Brasil, sendo
que a regido Nordeste brasileira apresenta o maior nimero de registros relacionados a
diversidade fungica (Maia & Carvalho Janior 2010). No presente trabalho, foram analisadas
leveduras isoladas da regido nordeste do Brasil, mais especificamente no estado do Ceara.
Esta area representa um ecossistema diversificado e pouco investigado para o isolamento de
leveduras produtoras de metab6litos com potencial antimicrobiano. E importante destacar que
poucos trabalhos foram realizados com o presente assunto na regiao.

A maioria das leveduras descritas no presente trabalho sdo cosmopolitas e tolerantes
ao calor, merecendo destaque as leveduras negras (Exophiala dermatitidis), cujo principal
fator de viruléncia (producdo de melanina) (Sidrim & Rocha, 2004) é proficuo para a
adaptacdo a este nicho ecolégico. Considerando-se os resultados na Tabela 1, a maioria das
leveduras descritas no presente trabalho é cosmopolita, onde, um ndmero mais elevado de
leveduras, aproximadamente 54.5%, foi isolado a partir da vegetacéo local.

Segundo Mautone (2008) a superficie externa da folha (filoplano) é um importante
substrato para o desenvolvimento de leveduras. Os nutrientes que estdo disponiveis no
filoplano, servem como base para o desenvolvimento das populacBes de leveduras que sdo
depositadas através do vento ou carreadas por insetos e outros organismos. Outro ponto que
merece destaque é fato de que os micro-organismos endéfitos vivem pelo menos uma parte do
seu ciclo de vida dentro de tecidos vegetais, sem causar danos as suas plantas hospedeiras
(Kusari et al., 2012; Kogel et al., 2006; Schulz et al., 2005). A maioria dos relatérios em
enddéfitos mostrou a diversidade e o potencial de fungos em pesquisa prospec¢do (de Siqueira
et al, 2011; Carvalho et al., 2012; Santos et al., 2012).

A capacidade das leveduras colonizarem diferentes plantas contribui para a
diversidade de espécies (Mautone, 2008; Ding et al., 2008). Dentro deste contexto (Tabela 1),
foi possivel avaliar uma diversidade entre as espécies de leveduras, porém observamos uma
prevaléncia de espécies do género Candida. Diversas publicacOes, entre as quais listas
estaduais, regionais e gerais, apontam para a convergéncia das espécies do género Candida
com plantas nativas da Caatinga (EMBRAPA, 2010). A Caatinga é um bioma extremamente
peculiar e encontrado apenas no Brasil, estando presente em aproximadamente 46% da

dimensao territorial do Estado do Ceara (Ceara, 2013).Vale ressaltar que pelo fato de possuir
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um cunho Unico, este nicho ecolégico pode nos propiciar a descoberta de novas moléculas
com atividade biologica (Singh e Macdonald, 2010; Moraes Filho, 2010).

Durante a triagem das leveduras isoladas, quanto ao seu potencial antimicrobiano, 0s
extratos, de uma forma geral, demostraram uma maior atividade contra bactérias Gram-
positivas. Mohseni et al., (2013), também observaram uma maior atividade em bactérias
Gram-positivas de extratos oriundos de actinomicetos isolados de sedimentos marinhos.
Segundo Motamedi et al, (2010) e Darabpour et al., (2012), este fato pode ser explicado por
alguns motivos, tais como: a baixa permeabilidade proporcionada pela presenca de multiplas
membranas nas bactérias Gram-negativas e pelo fato destas apresentarem enzimas no espago
periplasmatico, que sdo capazes de quebrar moléculas estranhas ao micro-organismo.

Vale ressaltar, também, que no presente estudo detectamos uma potencial atividade
antimicrobiana em relagédo a sete extratos ativos, onde estes apresentaram zonas de inibigé&o,
com mais de 30 mm em bactérias Gram positivas e Gram negativas. Segundo Mehravar &
Sardari (2011), espera-se que o tamanho das zonas de inibicdo dos extratos seja, de fato,
menores do que as de um composto puro, portanto podemos considerar os resultados
encontrados bastante promissores.

Na pesquisa vigente, avaliamos a atividade dos nossos extratos mais ativos frente a
cepas bacterianas com multirresisténcia as drogas (MDR), no caso, isolados clinicos de
SARM. Os resultados deste estudo mostram que os extratos testados apresentaram efeitos
contra estirpes de SARM, merecendo destaque os extratos HVNJ-189 (1) e HVNJ 189 (11).
Nossos dados véo de acordo com os encontrados por Darabpour et al., (2012) e Kannan et al.,
(2011).

No presente estudo observamos que as células de SARM que foram expostas aos
extratos bioativos apresentaram uma absor¢do aumentada de PI, onde este achado pode ser
um indicativo de que estes extratos promovem danos significativos (p <0.05) a membrana
células bacteriana (Silva et al., 2011; Shi et al., 2007). A membrana plasmatica € um alvo
latente para a acdo antibidtica, pois moléculas que atuam neste sitio apresentam um maior
potencial bioldgico por demonstrarem um rapido e extenso efeito antimicrobiano, alem de ser
mais dificil o desenvolvimento de resisténcia (Mehravar & Sardari , 2011; Bambeke et al.,
2008).

Contudo, apesar de parecer correto afirmar que as células de micro-organismos com
comprometimento das membranas sejam consideradas mortas, ou até mesmo que células com

a membrana intacta sejam células ativas, essas alegacfes ndo sdo necessariamente
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subsistentes (Berneyet al., 2007; Nebe-Von-Caronet al., 2000). Portanto se faz necesséria
uma avaliacdo do comprometimento de outros sitios nas células microbianas, apds a
exposicao de drogas (da Silva et al., 2013; da Silva et al., 2014; Neto et al., 2014).

A morte celular programada (PCD) desempenha um papel critico no ciclo de vida de
diversas espécies bacterianas, onde, esta tem sido proposta como um alvo potencial para
novas estratégias antibacterianas (Tanouchi et al., 2013). No presente estudo, a marcagdo com
anexina V/Pl e o ensaio do TUNEL foram realizados para avaliar se os extratos testados
induziriam uma morte celular por apoptose ou necrose. Levando os presentes achados em
conjunto, demonstramos que estes extratos promovem a morte celular por apoptose nas
células de SARM. Nossos dados vado de encontro com os de Dwyer et al.,(2012) que
demostraram caracteristicas de morte celular semelhantes em cepas de E. coli apés o
tratamento com antibi6ticos bactericidas.

A manipulacdo das condigfes de cultura tem um impacto importante sobre o
crescimento dos micro-organismos, onde, meios de cultura ndo aprimorados geralmente
fornecem um baixo rendimento na producdo de extratos ativos (Mehravar & Sardari , 2011;
Xiong et al., 2008), logo no presente estudo almejamos otimizar algumas condic¢des de
fermentacdo e avaliar se afetariam na producéo de tais extratos. Verificou-se que as leveduras
isoladas, de uma maneira geral, ndo apresentaram divergéncia na producdo dos compostos
antibidticos, com relacdo ao rendimento. Uma causa provavel seria devido a manutencdo dos
niveis de glicose nos meios estudados. Este fato pode ser explicado segundo os achados de
Xiong, et al. (2008), onde os mesmos descrevem que a adi¢do de glicose em cultura aumenta
0 nivel da producdo de antibidticos, ao passo que o cultivo na auséncia do aglcar produz
poucos extratos bioativos.

Contudo, desconsiderando o fato de que a maioria das leveduras isoladas cresceram
quase que igualmente sob ambas as condi¢des de cultura, observamos que algumas leveduras
apresentaram uma diminuigcdo consideravel na atividade antimicrobiana, principalmente o
composto HVNJ-138 (Il), que ficou totalmente isento de atividade. Esses achados
corroboram com os encontrados por Miao et al., (2006), onde estes assinalaram que o
substrato de extrato de levedura promoveu o crescimento micelial e reduziu a atividade
antibacteriana do derivado-marinho do fungo Arthrinium cfsaccharicola.

E importante destacar que diversos trabalhos atentam para o fato de que a producéo de
metabolitos secundarios pode ser afetada por varios componentes do meio, incluindo o

nitrogénio, e que elevadas concentracdes deste podem inibir vias importantes para a producéo
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de metabdlitos (Kobayashi et al., 2003; Miao et al., 2006; Lopez & Monteon, 2013). Além
disso, o0 extrato de levedura contém uma concentracdo de nitrogénio maior do que a peptona
de soja, desta forma é possivel sustentar a suposicao acima (Lopez & Monteon, 2013).

As drogas oriundas de produtos naturais regularmente apresentam uma solubilidade
limitada em solventes aquosos e/ou exibem uma citotoxicidade consideravel, resultando em
indices terapéuticos estreitos (Cragg et al., 2014). Assim sendo, a investigacdo da toxicidade
em células eucarioticas nucleadas € um bom modelo para se averiguar a citotoxicidade de tais
compostos (Da Silva et al., 2014; Li et al, 2011; Cavalcanti et al., 2009).

Nos ensaios citotoxicos, utilizando o ensaio do MTT com células de leucdcitos
humanos, os metabdlitos secundarios obtidos apresentaram uma baixa citotoxicidade. Nossos
dados corroboram com os achados de Nadumane et al., (2013) , que ao analisarem 0s
metabolitos secundarios obtidos a partir do fungo Aspergillus ochraceus, observaram que este
apresentou pouca ou nenhuma toxicidade contra linfocitos normais, nas mesmas
concentracdes bioativas. Estes dados realcam nossos resultados, pois segundo Bertrand et al.,
(2014) os extratos de produtos naturais sdo misturas bastante complexas, o que complica
ainda mais a avaliacdo da bioatividade, pois podem existir substancias toxicas em excesso,
fato este que ndo foi observado em nossos achados, podendo gerar uma vantagem para
realizacdo de ensaios farmacologicos posteriores.

A triagem “chemical-guided” foca-se em um grupo especifico de moléculas
bioativas, a fim de reconhecer, e eventualmente se desfazer, de conhecidas classes de
antibidticos ou propriedades bioldgicas indesejaveis. A avaliacdo consiste na combinacdo dos
dados fisico-quimicos (massa molecular/espectro de UV) com as propriedades bioldgicas
(espectro antimicrobiano/ taxonomia da estirpe produtora) dos extratos isolados (Brunati et al,
2009). Este processo € fundamental para auxiliar no processo de descoberta de novos
medicamentos (Chapman and Hall, 2003, Brunati et al, 2009).

Ao longo desta abordagem, foram identificados dois compostos conhecidos nos
extratos mais ativos o Hexahidro-3-(2-metilpropil)-pirrolo[1,2-a]pirazina-1,4-diona e o Acido
dodecanoico (Tabela 7). Diversos estudos relatam o potencial antimicrobiano da classe
quimica dos alcaloides pirrolo pirazina contra bactérias humanas patogénicas (Melo et al.,
2013; Zhang et al., 2012). Este metabolito fangico € constituido por um anel heterociclico
lipofilico (pirrolo pirazina) com uma cadeia lateral hidrofilica (guanidium) (Figura 12) e sua
producdo ja foi relatada em diversas espécies, tais como Aspergillus spp e Candida spp
(Zhang et al., 2012).



64

Figura 13. Representagdo estrutural da Hexahidro-3-(2-metilpropil)-pirrolo[1,2-a]pirazina-
1,4-diona.
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Fonte: LABEL, 2015

As atividades antimicrobianas condizentes aos acidos graxos saturados, mas
especificamente o Acido dodecandico (Figura 13 - ver pagina 66), sio bastante relatadas na
literatura (Kitahara et al., 2003; Kitahara et al., 2005). O Acido dodecan6ico é um surfactante
com atividade contra espécies de S. aureus (Abad, et al, 2013), onde, segundo os resultados in
vitro de Rouse et al., (2005), formulacBes a base de Acido dodecanoico apresentaram uma
elevada atividade frente a cepas de SARM e MSSA. Contudo, além das moléculas acima
citadas, no presente trabalho também foram reveladas outras moléculas nos extratos ativos

gue necessitam de mais esforcos de perfis analiticos e bioldgicos.

Figura 14. Representacdo estrutural do Acido dodecandico
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Fonte: LABEL, 2015

O desenvolvimento de novas drogas para infec¢Bes bacterianas tem uma importancia
global e precisa ser apoiada e intensificada, tendo em vista que as praticas realizadas no
passado ja demonstraram que a administracdo de antibidticos podem prolongar a vida e

garantir lucros para as industrias (Cole, S. 2014). Dentro deste contexto, a atividade
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antimicrobiana e o baixo potencial citotoxico demonstrado por esses extratos revelam uma
classe de compostos quimicos promissores para desenvolvimento de novos antibioticos. No

entanto, mais estudos farmacologicos serdo feitos para confirmar esta hipétese.
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8. CONCLUSAO

Os resultados apontam para o potencial biologico de metabdlitos, oriundos de espécies
de leveduras isoladas no Ceara. Demonstram que estas leveduras podem produzir metabolitos
com potencial atividade anti-SARM, onde estes extratos promovem fragmentacdo do DNA
bacteriano, levando a morte celular por apoptose.

Dessa forma, propomos que as leveduras isoladas podem ser utilizadas como fonte
biotecnolodgica alternativa interessante para a producdo de biomoléculas, além de destacar a

necessidade de pesquisas na regido nordeste do Brasil.
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ABSTRACT

Antimicrobials benefited the history of medicine by revolutionizing the treatment of infectious diseases. However,
its consequent and continuous use has led to the emergence of microorganisms which once were considered safe,
but have become feared as potentially lethal pathogens (Bowler et al.. 2012). Staphviecoccus aureus infections are
KP}_" words highlighted for being a major cause of systemic infections, and for being the microorganism that has the highest
morbidity and mortality rates i hospital infections (Smuth et al. 2009). In addition, these strains have a
remarkable ability to acquire antimicrobial resistance, with methicillin (MRSA) resistance being an increasing

Stap hy lococcus public health issue(Rodriguez-Noriega and Seas, 2010). In Brazil. i a study by Santos et al. (2010) in a tertiary
aureus., hospital, a high incidence of MRSA colonization was reported, mn which the acquisition rate was of 5.5/1.000
MRSA. patient-days for adults. In another study performed in northeastern Brazil with hospitalized patients, Almeida et al.,
Antibacterial (2014) reported that among the colomized wounds by S. aureus. 32% were MRSA Within this context. the
activity. emergence of strains with reduced sensitivity accompanied by a limited antimicrobial therapy causes the need of a

search for new therapeutic options (Boucher et al. 2009). Antibacterial agents are the most important natural
Ceara products. in which prokaryotes organisms and some fungi deserve special mention for playing an important role in
the production of secondary metabolites with potential therapeutic applications (Singh and Macdonald, 2010).
Throughout the world, approximately 99.000 fungi species were described (Kirk et al. 2008), of which
approximately 3.7% of the world's diversity exist in Brazil, and the Brazilian Northeastern region has the largest
number of records related to fungal diversity (Maia and Carvalho Junior 2010). In this study. 1solate yeasts from
the northeastern region of Brazil more specifically from the state of Ceard. were analyzed. This area ecosystem 1s
diverse and little investigated regarding the 1solation of veasts that produce metabolites with antimicrobial activity.
Thus, this research aims to contribute to increase knowledge about the activity of extracts derived from isolated
yeasts from Ceara with antimicrobial potential, as well as to contribute with a possible description of their
mechanisms of action.
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