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RESUMO

O ambiente marinho tem se tornado promissor na busca por substancias
quimicas com potencial biotecnolégico, farmacéutico e agricola. Estas
substancias complexas sédo produzidas muitas vezes por micro-organismos
associados aos invertebrados marinhos (corais e esponjas), destacando-se 0s
fungos filamentosos. Este grupo de micro-organismos tem mostrado potencial
por possuirem rotas bioquimicas peculiares capazes de sintetizar metabolitos
caracteristicos ou especificos de uma espécie. Esses produtos naturais
conferem propriedades antifUngicas, antimicrobianas, antioxidante, anti-
inflamatoria, antivirais, entre outros. Logo, o objetivo desse trabalho foi fazer
uma revisao sistematica sobre fungos marinhos e metabdlitos secundarios com
atividades biolégicas e investigar o potencial biotecnologico de fungos
filamentosos associados a invertebrados marinhos de Macei6/AL com atividade
antifangica contra agentes infecciosos. A revisdo sistematica foi realizada
através de buscas de palavras chave como “‘marine fungi’, “antifungal’,
“secondary metabolite” e “natural products” nas bases de dados Pubmed e
Science Direct, obtendo 19 artigos publicados entre os anos de 2015 e 2020
que descrevem 84 metabdlitos produzidos fungos marinhos. O potencial
biotecnoldgico foi verificado a partir da producdo de extratos brutos de 16
fungos, coletados no recife de coral da Praia de Ponta Verde, Macei6-AL. Para
a obtencao dos extratos fungicos, os mesmos foram cultivados. Apoés cultivo de
7 dias em meio Agar Batata Dextrose (BDA), seguido de um segundo cultivo de
14 dias em meio liquido composto por glicose 1%, extrato de levedura 0,1%,
cloreto de potassio 0,1%, cloreto de sodio 0,1%, o sobrenadante e o micélio
dos fungos foram extraidos com acetato de etila, gerando uma fragdo organica
e aquosa. Posteriormente foram analisados através da técnica de
Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para analisar a
sensibilidade dos micro-organismos aos antimicrobianos. Extratos brutos de
dez fungos marinhos apresentaram atividade antifingica contra a levedura
Candida haemulonii, cinco contra Candida albicans, dois contra Cryptococcus
gatti e 10 contra Cryptococcus neoformans. Dois dos extratos dos fungos ativos
foram fracionados com metanol, acetonitrila e 4gua e testados novamente pelo
método CIM. Os fungos C. neoformans ATCC 40283 e C. albicans ATCC
90028 foram inibidos por todas as fragOes testadas apresentando CIM entre
0,5-2 W/mL, demonstrando que os compostos bioativos derivados de micro-
organismos marinhos possuem potencial antimicrobiano e biotecnoldgico.

Palavras-chave: compostos bioativos, biotecnologia, micro-organismos

marinhos.



ABSTRACT

The marine environment has become promising in the search for chemical
substances with biotechnological, pharmaceutical and agricultural potential.
These complex substances are often produced by microorganisms associated
with marine invertebrates (corals and sponges), especially filamentous fungi.
This group of microorganisms has shown potential because they have peculiar
biochemical routes capable of synthesizing characteristic or species-specific
metabolites. These natural products provide antifungal, antimicrobial,
antioxidant, anti-inflammatory, antiviral properties, among others. Therefore, the
objective of this work was to make a systematic review on marine fungi and
secondary metabolites with biological activities and to investigate the
biotechnological potential of filamentous fungi associated with marine
invertebrates in Macei6 / AL with antifungal activity against infectious agents.
The systematic review was carried out by searching for keywords such as
“marine fungi”, “antifungal”, “secondary metabolite” and “natural products” in the
Pubmed and Science Direct databases, obtaining 19 articles published between
the years 2015 and 2020 that describe 84 metabolites produced by marine
fungi. The biotechnological potential was verified from the production of crude
extracts from 16 fungi, collected in the coral reef of Praia de Ponta Verde,
Macei6-AL. To obtain the fungal extracts, they were grown. After cultivation of 7
days in Potato Dextrose Agar (BDA), followed by a second cultivation of 14
days in liquid medium composed of 1% glucose, 0.1% yeast extract, 0.1%
potassium chloride, sodium chloride 0.1%, the fungi supernatant and mycelium
were extracted with ethyl acetate, generating an organic and aqueous fraction.
Subsequently, they were analyzed using the Minimum Inhibitory Concentration
Determination (MIC) technique to analyze the sensitivity of microorganisms to
antimicrobials. Crude extracts from ten marine fungi showed antifungal activity
against the yeast Candida haemulonii, five against Candida albicans, two
against Cryptococcus gatti and 10 against Cryptococcus neoformans. Two of
the extracts of the active fungi were fractionated with methanol, acetonitrile and
water and tested again by the CIM method. The fungi C. neoformans ATCC
40283 and C. albicans ATCC 90028 were inhibited by all tested fractions,
presenting MIC between 0.5-2.0 p/mL, demonstrating that the bioactive
compounds derived from marine microorganisms have antimicrobial and
biotechnological potential.

Keywords: bioactive compounds, biotechnology, marine microorganisms.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Papel ecolégico dos metabdlitos secundarios dos fungos. Interagcdes

entre animais, plantas e micro-organismos por comunicacdo, defesa e

V] =1 o o] - TR PP 24
Figura 2: Complexos de espécies de CryptOCOCCUS...........ucevveeeeerreeiiriiiineeeeenn 29
Figura 3: Estrutura molecular do ergosterol ...............cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines 32
Figura 4: Estrutura molecular da nistatina (A) e anfotericina B (B)................... 33
Figura 5: Estrutura molecular da 5-fluorouracil............ccccccceeeiiiiieiiiiice e, 34

Figura 6: Estrutura quimica do fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol
LS IST= Y0 (o0 o = Vo | RPN 35
Figura 7: Biossintese do Ergosterol e os principais alvos dos antifingicos
allilaminas, azoiis € POlENICOS. .......ccoiiiiiiiiiiii e e e eeaanns 35
Figura 8: Mecanismo de acao dos azélicos, tendo como alvo a enzima a-14-
esterol-dimetilase responsavel pela fase final da biossintese do ergosterol. ... 36
Figura 9: Estrutura quimica da caspofungina (A), micafungina (B) e
anidulafungina (C). .....ooee i 37
Figura 10: Estrutura molecular da digoXina. ............cccovvvviiiiiiiiiieeieeeeicie e 39
Figura 11: Estrutura molecular da actinomicina (A), estreptomicina (B),
vancomicina (C), cloranfenicol (D) e clortetraciclina (E). .........ccccvvviiiiiiiiinnnnne. 40
Figura 12: Estrutura molecular da penicilina (A), tetraciclina (B) e lovastatina
(O3 TSP 42
Figura 13: Estrutura molecular da ergometring. ................eueveeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiennnns 43
Figura 14: ARA-A e ARA-C, medicamentos utilizados até hoje, inspirados nos

modelos naturais espongouridina e espongotimidina, isolados da esponja

caraibas Cryptotethya Crypta..........coooiiiiiiiiiii e 44
Figura 15: Diagrama da revisdo sistemdtica realizada a partir das bases de
dados Pubmed e Science Direct entre os anos de 2015 e 2020...................... 55
Figura 16: Habitats dos fungos marinhos isolados. ...............ccccceeiiiiiiiiiiieeeennnn, 56

Figura 17: Metabdlitos antimicrobianos isolados de fungos marinhos baseado
em sua estrutura MOIECUIAT. ...........coeiiiiiii e e e e 56
Figura 18: Fontes de metabolitos fungicos marinhos com atividade
ANTIMICTODIANEA. ...ttt e e e e et e e e e e e eeeenes 57

Figura 19: Estrutura quimica dos compostos 1-10. ..........ccceeeeeiieeiiiiiiiiiiiineeeens, 61

10



Figura 20:
Figura 21:
Figura 22:
Figura 23:
Figura 24:
Figura 25:
Figura 26:
Figura 27:

Estrutura quimica dos compostos do 11-21........cccccevvvvvvveveeeeeeennnnn. 63
Estrutura quimica dos compostos 22-33.........cccevviiiiiieeeeeeeeeiiiinn, 64
Estruturas quimicas dos compostos 34-39. ........cccceeeviieeeeeeeeiiiinnnnn. 65
Estrutura quimica dos compostos 40-46. ..........eeeeeeeeeeriiiiiiiiiieeeeeenn. 66
Estruturas quimicas dos compostos 47-54. ........ccccceeeiiiiiiiiiieenenenn. 67
Estruturas quimicas dos compostos 55-67. .........cccceeeveeeeeivieeiiinnnnnn. 68
Estruturas quimicas dos compostos 68-79. ........ccccceeeveeeeeveeveiinnnnnn. 70

Estrutura quimica dos compostos 80-84. ...........eeeeeeeeeiiiiiiiiiiieeennnn. 71

11



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Espectro de atividades e mecanismos de acdo e resisténcia dos
PriNCipais antiflnNQICOS. ........cciiiiiiiiiiiiii e 31
Tabela 2: Produtos naturais marinhos aprovados como farmacos. Nome do
principio ativo, estrutura molecular e atividade bioldgica. ............ccccvvvveeeeeennn. 45
Tabela 3: Novos metabdlitos antimicrobianos produzidos por fungos marinhos
€M 2015-2020....000 ceeeeeeeiieei ettt e e e e e e e e raaaaaaaaann 58
Tabela 4: Espécies de fungos marinhos isolados a partir de invertebrados
marinhos coletados no recife de coral da Praia de Ponta Verde, Macei6-AL... 73
Tabela 5: Extratos de fungos marinhos que obtiveram atividade inibitéria contra
espécies patogénicas dos géneros Candida e CryptococCus. ............cceeeennnn. 74
Tabela 6: Concentracdo inibitéria minima (CIM) das fracbes de fungos
marinhos associados a invertebrados marinhos (corais) coletados no recife de

coral da praia de Ponta Verde, Maceid/AL. ..........ccccceeeeie e 75

12



PNM
CIM
LDM
UFAL
rDNA
ITS
BDA
LaBDIM
UFRGS
H20

AC
MeOH
RPMI
PKS
NRPS
TOS
TCTH
FDA

mg
Hg
pg/mL

pH

LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

Produtos Naturais Marinhos
Concentracgao Inibitéria Minima
Laboratorio de Diversidade Molecular
Universidade Federal de Alagoas
Acido Desoxirribonucleico Ribossomal
Internal Transcribed Spacer

Agar Batata Dextrose

Laboratério de Biofilme e Diversidade Microbiana

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Agua

Acetonitrila

Metanol

Roswell Park Memorial Intitute

Policetideos Sintase Multimodulares

Peptideos Sintetase ndo — Ribossémicos
Transplante de Orgéos Solidos

Transplante de Célula — Tronco Hematopoiético

Food Drug Administration
Miligramas

Microgramas
Microgramas por mililitros

Potencial hidrogeniénico

13



SUMARIO
1. INTRODUGAO ..o, 16
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....coouiiieeeeeeeeeeeeee e, 19

2.1 Fungos marinhos: generalidades, metabdlitos secundarios e atividades

o]0 [0 [ o > < 19
2.1.1 Ambiente marinNO.............uviiiiiiiii e 19
2.1.2 Fungos Marinhos e metabdlitos secundarios...........ccccccceeeeieeeeeeeennnns 21
2.1.3 Infeccbes fungicas e 0s antiflNgiCos ............cccoeveeeiiiiiiiiiiiiii e 24

2.1.3.1 Candida SPP. cevverrnnieeeeeeeiieiiiiir e e e e e e e e e aaaaan 25
2.1.3.2 CrypPtOCOCCUS SPP. -.ueeeeierrnrniniaeeeeeeeeesniiias e e e eeeeeesnnnna e e e eeeeennnns 28
2.1.4 Drogas antifangicas: mecanismos de agao e resisténcia ................. 31
A o R o] (=T o [0 L PP PPPPPPPPPPPP 32
2.1.4.2 An&logos de PiriMidiNg .........cccoieeiiiiiiiiiiiiiiiee e 33
2.1 4.3THAZOIS ..ottt e e 34
2.1.4.4 EQUINOCANTINGS .....oeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeee ettt ettt e e 36

2.1.5 Potencial biolégico e farmacoldgico de produtos naturais marinhos 38

2.1.6 Organismos marinhos, micro-organismos associados e a producao de

MetabOlitoS SECUNANIOS ..........uuviiiiiiiiee e 47

3. OBUIETIVO et e 50
3.1 OBJETIVO GERAL ..o e 50
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ..ottt 50
A, METODOLOGIA ... e e e e e e e eeaas 51
4.1  Criterio de INCIUSEO ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 51

4.2 Criterio de EXCIUSAO0 .......uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiib e 52

4.3 Obteng@o dOS MICrO-OrganiSIMOS ........uuuuuuuuuurerinnnnininennnnnnnnnnnneeneneeeeeeae 52

4.4 Obteng@o dos extratos DrutosS.............euvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 52

4.5 Teste para atividade antifungica - Concentragao inibitoria minima (CIM)



CAPITULO 1: REVISAO SISTEMATICA DE COMPOSTOS
ANTIMICROBIANOS DE FUNGOS MARINHOS, 2015-2020. .......ccoovvveeeenn... 54

5. RESULTADOS E DISCUSSOES ....oooi oot e, 55
CAPITULO 2: PROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

PRODUZIDOS POR FUNGOS MARINHOS DO LITORAL DE ALAGOAS...... 72
6. RESULTADOS E DISCUSSOES ......coivivceeeeeeeeeeeee e ee e 73
7. CONCLUSAOD ..., 78
8. REFERENCIA ..o, 79

15



1. INTRODUCAO

Os oceanos contém uma rica biodiversidade do planeta, apresentando
70% de sua ocupacdo territorial. E como ainda € pouco explorado tornou-se
uma competente fonte para descoberta de novos organismos marinhos com
valor  biotecnolégico (BARBERO; DIEZ-POZA; BARBERO, 2017).
Taxonomicamente, de todos os 76 filos pertencentes aos eucariotos,
registrados no Catalogue of Live, 60 filos estdo relacionados ao ambiente
marinho. Atualmente, conta nos registros da World Register of Marine Species -
WORMS cerca de 462.614 espécies aceitas (WoRMS, 2020). Com a
biodiversidade encontrada nos oceanos, pesquisadores vém estudando e
buscando por novas espécies e substancias com estruturas complexas e
biologicamente ativas. Varias dessas descobertas originaram-se inumeros

farmacos utilizados atualmente no mercado (CHOUDHARY et al., 2017).

Na década de 50, Bergman publicou pela primeira vez a composi¢cao
quimica de um organismo marinho, as esponjas (BERGMANN, 1955). Com o
decorrer dos anos, estudos relacionados a taxonomia, o desenvolvimento de
técnicas para isolar, caracterizar e identificar substancias e o avanco de
estudos biomoleculares auxiliaram nos estudos sobre os produtos naturais
marinhos que possuem variadas atividades biol6gicas, como, anticancer,
antiviral, antimicrobiana, antiparasitaria, etc. (BLUNT et al., 2012). A grande
evolucdo dos Produtos Naturais Marinhos (PNM) deu-se nas ultimas duas
décadas através das evidéncias da importancia de organismos que vivem em

associagdao com micro-organismos marinhos (BLUNT et al., 2017).

A principio as buscas e estudos por PNM eram realizadas em corais,
algas vermelhas e esponjas por serem organismos acessiveis. E a partir
desses estudos iniciais foram revelados compostos inéditos e halogenados, em
virtude da disponibilidade de cloro e bromo dispersos na agua do mar,
direcionando o aumento de pesquisas em organismos marinhos com
substancia quimica peculiar (CABRITA; VALE; RAUTER, 2010).
Posteriormente, com o avancgo das técnicas de mergulho, tornou possivel a

exploragdo de organismos antes inacessiveis, puderam estudar fungos,
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cianobactérias e bactérias marinhas, surgindo como novas fontes de
metabolitos secundarios. Consequentemente, inameros PNM foram isolados e
re-isolados de micro-organismos, que anteriormente eram declaradas como de
origem de invertebrados marinhos, e assim destacando a importancia da

associacao entre eles (NWEZE et al., 2020).

No Brasil, Bernard Tursch, iniciou os estudos com organismos marinhos
na década de 60, isolando o colesterol oriundo de um ourico-do-mar. As
pesquisas se estenderam com as algas marinhas e invertebrados marinhos e
na década de 90 encabecaram estudos com micro-organismos marinhos
(BERLINCK et al., 2004). O Brasil apresenta uma diversidade biologica por
toda sua faixa litoranea, que é estimada em 8000 km de costa maritima, mas
pouco explorada em termos biotecnolégicos. Os estudos realizados no
ambiente marinho brasileiro vém revelando uma diversificada classe de
compostos quimicos como alcaloides, peptideos e policetideos que
apresentam atividades anticancerigenas (BERLINCK et al., 2017). No entanto,
a busca por moléculas bioativas a partir de organismos marinhos nos fornece
um grande numero de substancias desconhecidas e que demonstram
atividades diversas em sistemas biologicos. Pesquisar produtos naturais tem se
tornado de grande relevancia para o conhecimento, devido a urgente
necessidade de descobrir novos farmacos com eficicia terapéutica contra

agentes infecciosos (TAN et al., 2018).

Os fungos tém sido reconhecidos como uma grande fonte de metabdlitos
bioativos com grande aplicabilidade médica, na agricultura e farmacéutica.
Sabe-se que as estruturas inéditas e extratos bioativos produzidos pelos
fungos superam a quantidade de substancias naturais produzidas por qualquer
outro micro-organismo de qualquer habitat (BARBOSA et al., 2020). Isso pode
estar relacionado com a interacéo simbidtica, estabelecida por inducéo de vias
biossintéticas especificas que sao capazes de produzir metabdlitos
secundarios inéditos, e isso dependendo de fatores bibticos e abidticos
(APPRILL, 2020). Esses metabolitos secundarios produzidos por fungos
marinhos possuem estrutura complexas e com alta diversidade de atividades

biolégicas, que ja foram descritas, como atividades antibacterianas,
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antifingicas, antivirais, antioxidantes, antitumorais e antinflamatoria (TELES et
al., 2020).

Os fungos oportunistas dos géneros Candida e Cryptococcus sao
responsaveis por doencas como candidiase (C. albicans) e criptococose (C.
neoformans). S&o responsaveis também por doencas do trato urogenital
humano, orofaringico e estdo associados as infegcbes de pacientes
imunodeprimidos e hospitalizados (LIONAKIS, 2019). Os farmacos
pertencentes as classes triazolicos (Fluconazol) e polienos (Anfontericina B)
sao utilizados nos tratamentos terapéuticos contra esses fungos oportunistas.
Porém, tem aumentado o0 numero de isolados resistentes a esses
medicamentos, fazendo com que sejam necessarias novas alternativas para o

tratamento das doencas negligenciadas (CHAABANE et al., 2019).

Assim, por meio de isolamento, caracterizacdo e identificacdo dos micro-
organismos associados a invertebrados marinhos, podemos alcancar um
numeroso espectro de moléculas conjuntas de estruturas complexas, que
apresentem novos mecanismos de acdo contra diversos patégenos
(RENGASAMY et al.,, 2020). Com isso, destacar a importancia do ambiente
marinho nas suas mais variadas vertentes de linha de pesquisa. Considerando
que no Brasil existe uma area pouco explorada ao longo de sua costa e
observar a relevancia dos estudos dos PNM e as pesquisas voltadas para a
prospeccao quimica e biolégica de micro-organismos marinhos (OLIVEIRA et
al., 2020).

18



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos marinhos: generalidades, metabolitos secundérios e
atividades bioldgicas

2.1.1 Ambiente marinho

A biota marinha representa um dos ambientes extremos mais inexplorados
do mundo. Os oceanos cobrem cerca de 70% da superficie terrestre e
aproximadamente metade das espécies da terra esta presente no mundo
marinho (VERDES; HOLFORD, 2018). Esses organismos conseguiram evoluir
e se adaptar as diversas regides do planeta, como regides tropicais, lugares
frios, os proprios oceanos e regides temperadas (NARANJO-ORTIZ;
GABALDON, 2019). O ambiente marinho também apresenta especificidade
que difere de forma significativa do ambiente terrestre, sendo a salinidade
elevada a principal. Esta salinidade pode variar de 3,4 a 3,7% em mares
abertos e podendo chegar a 30% em mares fechados (XIE et al.,, 2018).
Entretanto, o que torna o ambiente marinho diferenciado é o fato de reunir
todas as variaveis em um mesmo ambiente como: pressao, temperatura, pH,
exposicao a periodo de incidéncia solar continua, influéncia na tAbua de maré,
predadores, concentracdo de oxigénio e nutrientes (LAURITANO; IANORA,
2020).

Essa biodiversidade dos organismos marinhos representa a maioria dos
filos até hoje descrito. De todos os 76 filos pertencentes aos eucariotos,
registrado no Catalogue of Life, 60 filos estdo relacionados ao ambiente
marinho. Atualmente conta nos registros da World Register of Marine Species -
WORMS cerca de 462.614 espécies aceitas. Sendo que, destes, 1.730 séo
espécies aceitas do Reino Fungi e suas divisbes baseadas nos filos séo:
Ascomycota (1.027 espécies aceitas), Basidiomycota (91 espécies aceitas),
Chytridiomycota (28 espécies aceita), Microsporidia (221 espécies aceitas) e

Zygomycota (8 espécies aceitas) (WoRMS, 2020).
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Sabendo disso, o ambiente marinho por muito tempo foi cobicado para
novas pesquisas a procura de novas moléculas que poderiam ser utilizadas
como novos farmacos e nos tratamentos terapéuticos (TORTORELLA et al.,
2018). Entretanto, até a década de 50, as dificuldades para pesquisas por
causa da falta de tecnologia para alcancar espécies de maiores profundidades
impediram os avancos nas buscas de novas moléculas bioativas. Em meados
dos anos 80, novas tecnologias voltadas ao mergulho puderam colaborar para
descoberta de algas e invertebrados que comecaram a ser analisados pelos
cientistas do mundo todo. Estes descobriram que o0s bioensaios executados
com extratos de organismos marinhos apresentavam potencial maior como
anticancerigenos do que produtos naturais de origem terrestre (MOHR, 2016).
A partir disso, animais e plantas marinhas se tornaram alvo de pesquisa
constante, sendo descobertos milhares de novas moléculas que originaram
novos compostos (ALBARANO et al., 2020).

A grande diversidade de micro-organismos pode ser encontrada em
associacdo com invertebrados e vertebrados marinhos. Um dos principais
organismos invertebrados sdo a base de um ecossistema produtivo e
sustentavel, os recifes de corais. Neles encontramos uma rica biodiversidade
incluindo pequenos invertebrados, plantas e até grandes mamiferos. Assim,

possuindo um ecossistema completo onde se predomina 0s micro-organismaos.

O Brasil apresenta uma diversidade bioldgica por toda sua faixa litoranea,
gue é estimada em 8000 km de costa maritima, adjacente a mais de 800.000
km? de plataforma continental (BERLINCK et al., 2004). No nordeste da costa
brasileira, apresenta caracteristicas distintivas entre o substrato e organismos
relacionados. Sua extensa cobertura carbonacea de 4000 km é dominada por
algas calcarias duras, que proporcionam estabilidade a esses substratos e
possui uma variedade de Flora e fauna (BERLINCK et al., 2017). Os recifes de
franja sdo comuns ao longo de toda costa nordestina e associadas a eles uma
fauna de recifes de corais e arenitos possuindo uma alta taxa de endemismo
(BERLINCK et al.,, 2004). Em Alagoas, podem ser observados os recifes na
costa maritima, proximo as areas urbanas, como os recifes de corais da Ponta
Verde. E os corais predominantes nos recifes brasileiros sé&o representados
pelo género Palythoa e Zoanthus (ROHLFS; BELEM, 1994). Contudo, apesar
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da sua rica biodiversidade, a costa brasileira € pouco explorada em termos
biotecnolégicos (PAULINO et al., 2017).

2.1.2 Fungos Marinhos e metabdlitos secundarios

O Reino Fungi representa um dos maiores grupos de individuos depois dos
insetos, pertencentes ao Reino Animalia. Estima-se que existem cerca de 5,1
milnbes de espécies de fungos na terra. Todavia, calcula-se que
aproximadamente cerca de 10% de todas as espécies foram descritas (AMEND
et al.,, 2019). Os fungos sao micro-organismos eucariontes, micro ou
macroscopicos, unicelulares ou filamentosos, com o modo de vida saprofita,
parasitario ou simbittico, sendo seres heterotroficos. Com parede celular
composta por quitina e B-glucano e que se reproduzem de forma sexuada e/ou
assexuada (FORZZA et al., 2010).

De acordo com sua distribuicdo, os fungos sdo ubiquos, ou seja, podem
ser encontrados em ambientes terrestres e aquaticos, mas é diferenciado
quanto a distribuicdo geografica e os substratos onde sao encontrados. Podem
ser observados em sedimentos marinhos (LI et al., 2019a) no solo e associado
com invertebrados marinhos (esponjas, corais e ascidios) e em associacao
com plantas marinhas (GROSSART et al.,, 2019). No entanto, existe um
diferencial entre fungos verdadeiros aquaticos e os fungos que sédo
encontrados no ambiente marinho. Os fungos verdadeiros aquaticos esporulam
em ambiente marinho e possuem adaptacdo morfolégica especifica, sendo
denominados de fungos marinhos obrigatérios. Em contrapartida, os fungos
marinhos facultativos crescem em ambiente terrestre ou de 4gua doce e sao
carreados para o ambiente marinho por lixiviagdo, adesdo a substratos
organicos, por meio do vento entre outros (SPARROW, 1968). Estabelecendo-
se em substratos organicos submersos, esporulando-se e crescendo em

ambiente marinho.

Os fungos sao indispensaveis na manutencdo dos ecossistemas, pois sao
organismos decompositores de matéria organica e tem capacidade de
degradar varios residuos. Os fungos sdo importantes na cadeia alimentar por
possuirem a capacidade de sintetizar enzimas na decomposi¢cdo da mateira

organica e na ciclagem de nutrientes (NILSSON et al., 2019). Nos
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ecossistemas aquaticos, auxiliam em varios processos ecolégicos, como o
controle da comunidade microbiana e pelo parasitismo. Em associacdo com
invertebrados marinhos colaboram com sua protecdo com a liberacdo de
metabdlitos secundarios (TAKAHASHI et al. 2017).

Os metabdlitos secundérios sé&o oriundos do metabolismo dos organismos
vivos. O metabolismo € o conjunto de rea¢gBes quimicas relacionadas no
crescimento, manutencdo e reproducdo dos organismos vivos. E 0os micro-
organismos nas suas reacfes metabdlicas produzem compostos metabdlicos
que podem ser classificados em primarios e secundarios (CHROUMPI; 2020)
Os metabolitos primérios sdo produtos essenciais envolvidos no crescimento e
manutencdo celular do organismo. As moléculas produzidas sdo proteinas,
lipideos, carboidratos e acidos nucleicos (KATZ; BALTZ, 2016). Em
compensacao, os compostos secundarios ndo fazem parte da essencialidade
do desenvolvimento celular dos organismos, mas possuem funcdes ecoldgicas
e vantagens adaptativas, como 0 sinergismo, predacdo e comunicacao
interespécies (COLLEMARE; SEIDL, 2019). Porém, a formacdo dos
metabdlitos secundarios deriva a partir de metabolismos primarios, através de

vias especificas e de acordo com a fase de crescimento (MARTIN et al., 2019).

A biossintese dos metabdlitos ocorre a partir, principalmente, de derivados
de acetilcoenzima A, acido chiquimico, acido mevalémico e desoxixilulose
fosfato, que dependendo das reacfes quimicas e das condicdes ambientais
podem ser convertidos em inumeros compostos (GOZARI et al., 2020). Os
metabdlitos secundarios sdo produzidos por uma grande variedade de micro e
macro organismos que podem estar distribuidos em ambientes terrestres e
aquaticos (REIS, 2018). A grande gama de produtos naturais marinhos
estudados é originada de alga (terpenos, indbis e esterdis), Ascidias
(peptideos, alcaloides, esteréis e policetideos), esponjas (glicolipideos,
peptideos, alcaloides, nucleosideos, enzimas e esterois), fungos (terpenos,
peptideos, esteréis, lipideos, alcaloides e policetideos) e bactérias
(macrolactonas, terpenos, peptideos ciclicos e lipopeptideos) (JIN et al., 2016).
A maioria dessas substancias marinhas ndo apresentam estruturas quimicas

encontradas em ambientes terrestres, devido aos halogénicos (cloro e bromo)
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e com isso tornando estruturas peculiares de ambientes marinhos e com
potencial biotecnoldgico (LOUREIRO et al., 2018).

Os fungos passam por inUmeros estresses causados por acdes bidticos e
abidticos, que variam de privacdes de nutrientes, pH e temperatura. Como
protecdo a essas acdes, eles produzem inumeros metabolitos secundérios
(KOHLER; CORNELY; VEHRESCHILD, 2019). Essas substancias pertencem a
grupos heterogéneos e de baixo peso molecular produzido por policetideos
sintase multimodulares (PKSs) e peptideos sintetase nao-ribossémicos
(NRPSs) ou por enzimas como preniltransferases e dimetilalil triptofano. Esses
compostos produzidos por fungos, principalmente com interagcdes com outros
organismos, possuem uma enorme variabilidade estrutural e isso pode explicar
0 porgué essas substancias possuem um amplo espectro de atividades e
funcdes (LOUREIRO et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios exercem atividades para combater ataques de
patbgenos, atuam para mediar comunicacdo interespécies, interacdes
simbidnticas, aquisicdo de nutrientes e contra competidores. Utilizam
mecanismo como fator de viruléncia contra patdogenos que infectam plantas e
animais. A regulacdo do metabdlito secundario pode ocorrer em diferentes
niveis regulatérios, que podem ser através de controle epigenético, vias
especificas de transducéo de sinal (COLLEMARE; SEIDL, 2019).

A producdo de metabdlitos secundéarios pelos fungos possui um papel
ecologico. Os fungos podem produzir substancias como viruléncia
determinante para infeccbes de organismos vivos, como por exemplo,
desoxinivalenol e gliotoxina. Porém, podem servir como moléculas de
comunicacdo, como o butirelactenol ou como defesa para outros micro-
organismos, por exemplo, a penicilina (ARIAS et al., 2018) (Figura 1). A
producdo dessas moléculas além de ter um papel ambiental contribui no

combate contra infec¢des microbianas (GURUCEAGA et al., 2019).
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Figura 1. Papel ecolégico dos metabdlitos secundarios dos fungos. Interagcdes
entre animais, plantas e micro-organismos por comunicac¢do, defesa e

viruléncia.
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2.1.3 Infeccdes fungicas e os antifungicos

Nas ultimas décadas, houve um aumento geral nas infec¢cbes fangicas a
saude (SULEYMAN; ALANGADEN, 2016). Isso se deve ao aumento e avangos
nos tratamentos terapéuticos, consequentemente o0 uso prolongado de
medicamentos de longo espectro ou ao uso de modalidades de tratamentos
mais agressivos como o transplante de érgdos solidos (TOS), transplante de
células-tronco hematopoiéticas (TCTH), agentes imunomoduladores, novos
agentes quimioterapicos e dessa forma aumentando a populacdo de pacientes
imunocomprometidos, principalmente  portadores de AIDS, cancer,
transplantados e diabéticos, aumentando o risco de infec¢cbes fangicas
invasivas (LOCKHART; GUARNER, 2019).

Os fatores de risco para infecgbes fungicas invasivas oportunistas,
particularmente candidiase, criptococose e aspergilose, nos hospedeiros

imunocomprometidos, incluem neutropenia, disfuncdo imunolégica, disfuncéo
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neutrofilica qualitativa, doencas no trato urogenital, infeccbes nas mucosas
como candidiase orofaringea e vaginal e doencas nefrologicas (LEBLANC et
al., 2020). Isso se deve ao aumento crescente de dispositivos invasivos, como
0S cateteres centrais intravasculares, permitindo a exposicdo a patdogenos
fungicos circulante de o ambiente hospitalar (ARCIOLA; CAMPOCCIA;
MONTANARO, 2018).

As doencas fuangicas invasivas apresentam um indice elevado de
mortandade, ultrapassando mais de 50% no caso de candidemia e 30%
aspergilose invasiva (COTTIER; HALL, 2020). Na América Latina, 0 agente
principal mais comum é C. albicans com 37,6% dos casos, seguida por
Candida parapsilosis com 26,5%, porém, vem ocorrendo o aumento das
infeccbes ocorridas por Candida nado-albicans (C. parapsilosis, C. auris, C.
tropicalis e C. krusei), nos ultimos anos, atingindo mais que 50% dos casos
(CHOWDHARY et al., 2018). Anualmente os fungos patogénicos C. albicans,
C. neoformans e Aspergillus fumigatus vém matando mais pessoas que a
malaria e a tuberculose, devido ao espectro da doenca que ira variar se €
sistémica, invasiva ou superficial. Dependendo também da resposta fisioldgica
do hospedeiro (REIS, 2018).

2.1.3.1 Candida spp.

As leveduras do género Candida estdo distribuidas em varios
ecossistemas, como solo, agua, alimentos, plantas, animais e 0 homem. Sao
capazes de se desenvolver tanto em anaerobiose como em aerobiose, devido
a sua capacidade de se adaptar e sua reproducdo pode ser assexuada, pelos
conidios, como sexuada (ARENDRUP; PATTERSON, 2017). O género
compreende, aproximadamente, 500 espécies, e é 0 maior género de
leveduras de importancia médica. As espeécies patogénicas que acometem
mais comumente os seres humanos sdo C. albicans, C. dubliniensis, C.
glabrata, C. guilliermodii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. auris e C. haemulonni (CORSI-VASQUEZ; OSTROSKY-ZEICHNER, 2019).

Leveduras da espécie C. albicans podem colonizar véarias partes do
corpo do hospedeiro como pele, trato gastrointestinal e o trato urogenital. Essa

colonizac&o pode ser na microbiota do homem e dos animais, vivendo de forma
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comensal (NEVILLE; D’ENFERT; BOUGNOUX, 2015). Porém, como se trata
de um fungo oportunista, as alteracdes no organismo do hospedeiro que
causam a diminuicdo da defesa do organismo afetando o sistema imunolégico
podem tornar essa relacdo entre micro-organismo e hospedeiro menos
harmoniosa causando doencas locais ou sistémicas. Pacientes
imunodeprimidos tendem a ser mais susceptiveis para que essas leveduras
oportunistas comecem a se manifestar infecciosamente (ROMO; KUMAMOTO,
2020). Os isolados de C. albicans, quando expostos a antifungicos exploram
varias respostas celulares, como o0 desenvolvimento de mutacdes,
superexpressdo de bombas de efluxo de mudltiplas drogas, modulacdo da
proteina quinase A cAMP (PKA) ou vias Ca?*- calmodulina-calcineurina. Essas
respostas mediam a resisténcia aos triazois e na maioria das vezes envolvem
vias de sinalizacdo do AMP ciclico (CAMP) (HEE-SOO PARK et al., 2018).

A via cAMP-PKA ¢ ativada em C. albicans ap0s exposi¢ao ao Fluconazol
e a outras condicbes de estressantes para facilitar o processo de recuperacao
e retornar o crescimento. CDC35, que é responsavel por codificar a enzima
Adenil ciclase e CAP, uma proteina associada a cAMP, esta diretamente
envolvida na tolerancia ao azol, ou seja, a interrupcdo de qualquer um dos
genes resultara em hiper susceptibilidade a azéis (HUANG et al., 2019). Ja a
calcineurina € uma fosfatase heterodimérica que em resposta aos estresses
causados na membrana flngica é liberado para atuar em fatores de viruléncia

para auxiliar na sobrevivéncia, principalmente na acdo das drogas antifungicas

(JUVVADI et al., 2017).

Candida glabrata € uma espécie de levedura haploide pertencente ao
grupo Nakaseomyces (GABALDON; GOMEZ-MOLERO; BADER, 2020). E
descrita como um fungo monomorfico imperfeito, crescendo como
bastoconidios produzindo pequenas colbnias. S&o significativamente menores
que C. albicans. Pode ser classificada como a terceira espécies de levedura
mais frequentemente isolada entre os casos de candidemia (GABALDON;
NARANJO-ORTIZ; MARCET-HOUBEN, 2016). Porém, ainda n&o esta clara a
forma que C. glabrata acomete o hospedeiro, mas a infeccdo pode ocorrer de

forma enddgena, ja que € uma especie colonizadora da pele e das mucosas e
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de forma exdgena através de contaminacéo de cateteres intravenosos e local
de infusbes parentais (GABALDON; FAIRHEAD, 2019). Contudo, sdo grandes
formadores de biofilmes, mas também s&o altamente resistentes aos
medicamentos azolicos entre os isolados clinicos, as equinocandinas de forma
isolada ou em combinacdo com outros azois (TIMMERMANS et al., 2018). Isso
ocorre devido as cepas possuirem uma taxa elevada de expressao da bomba
de efluxo, causado pela mutacdo de ganho de funcdo em PDR1 que codifica
um fator de transcricdo que aciona varias bombas de efluxo (KSIEZOPOLSKA;
GABALDON, 2018).

Candida auris € um membro recém-emergido no clado
Candida/Clavispora (RUIZ-GAITAN et al., 2019). Podem ser isoladas de varios
locais de infeccbes pelo corpo humano, e geralmente sdo adquiridos em
hospitais. Sao isoladas da urina, bile, sangue, narinas, axilas, feridas, pele e
reto do individuo (JEFFERY-SMITH et al., 2018). Diferente de C. albicans que
coloniza no trato gastrointestinal e geniturinario dos individuos, C. auris
coloniza predominantemente a pele, e podem infectar o sistema respiratorio e o
sistema nervoso central, sendo incapazes de colonizar ambientes anaerdbicos
como o intestino (LAMOTH; KONTOYIANNIS, 2018). C. auris € uma levedura
que possui também resisténcia intrinseca a trés principais classes de farmacos
antifangicos (azois, polienos e equinocandinas). Porém, os isolados resistentes

a equinocandinas sao relativamente raros (ARENDRUP, 2017).

O complexo de espécies Candida haemulonni (C. haemulonni, C.
haemulonni var. vulnera e C. duobushaemulonni) sdo leveduras emergentes
oportunistas e multirresistentes (ARENDRUP, 2017), associadas a diferentes
manifestacbes clinicas em individuos imunossuprimidos. C. haemulonni é
erroneamente identificada, frequentemente confundida com C. auris quando
sédo identificadas por meétodos classicos, devido a semelhanga fenotipica.
Possuem alta resisténcia ao fluconazol, itraconazol e voriconazol. O Unico
antifingico para combater a infecgdo causada pelo complexo de espécies C.
haemulonni foi a caspofungina (RAMOS et al.,, 2015). A resisténcia no
complexo de espécies C. haemulonni esta fortemente ligada a seus perfis
metabdlicos e oxidativos (SILVA et al., 2018).
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2.1.3.2 Cryptococcus spp.

Cryptococcus spp. sdo leveduras amplamente encontradas no meio
ambiente, sdo fungos de solo contaminados por excrementos de passaros,
madeira em decomposicdo e ocos de arvores. Prevalecem em regides do
mundo todo (MADA; JAMIL; ALAM, 2020). E um fungo invasivo causador da
criptococose, uma doenca sistémica causada pela inalacdo de basidiésporos
desidratados das espécies. E uma infeccéo flngica oportunista e acometendo

pulmdes e sistema nervoso central (DIAZ, 2020).

Os dois principais grupos patogénicos de Cryptococcus sdo o complexo
de espécie de C. neoformans e o complexo de espécie C. gatti. C. gatti esta
associado a infeccao primaria em individuos imunocompetentes e geralmente &
isolado em espécies de arvores nativas ou exoéticas em estado de
biodegradacdo. Em contrapartida, a infeccdo causada por C. neoformans
ocorre em individuos imunocomprometidos, como infec¢des por HIV associado
a deplecao de célula T ou imunossupressao apos transplante de 6rgao solido.
E geralmente sdo isolados do solo e de fezes de aves (WATKINS; KING;
JOHNSTON, 2017).

Estudos anteriores demonstram que o género Cryptococcus ndo possuia
uma unica espécie e foi relatado que havia diferenca especifica da cepa para
anticorpos reativos. Baseando-se na diferenca dos polissacarideos capsulares,
as leveduras se classificavam em um dos quatros sorotipos distintos: A, B, C e
D. (ALTAMIRANO; JACKSON; NIELSEN, 2020). Trabalhos posteriores
relataram que os sorotipos A e D pertenciam a mesma espécie e 0s sorotipos B
e C a outra espécie, sugerindo que Cryptococcus continham duas espécies
distintas, sendo diferenciadas na ecologia, epidemiologia, bioquimica e
estruturas gendmicas (HAGEN et al.,, 2015). Os sorotipos A e D foram
denominados como C. neoformans var neoformans e os sorotipos B e C foram
denominados de C. neoformans gatti. ApGs muitos estudos variados no gene
URAS foram feitas novas homenclaturas para os sorotipos A e D, renomeando
para C neoformans var grubbi (sorotipo A) e o sorotipo D permaneceu C.
neoformans var neoformans, e os sorotipos B e C renomeados para C. gatti
(CUOMO; RHODES; DESJARDINS, 2018).
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Um estudo molecular adicional das populacées de C. gatti revelou uma
subdivisdo em cinco espécies, devido a subestruturas dentro da populacéo e
dividindo em: C. tetragattii, C. deuterogattii, C. decagattii, C. bacillisporus e C.
gatti (FERNANDES et al.,, 2016). Ap0s essa subdivisdo, os cientistas
renomearam para complexo de espécies C. gatti. Consequentemente, C.
neoformans var grubii (sorotipo A) foi renomeado como C. neoformans e C.
neoformans var neoformans (sorotipo D) foi renomeado como C.
deneoformans, assim, formando o complexo de espécies de C. neoformans.
(KWON-CHUNG et al., 2017) (Figura 2).

Figura 2: Complexos de espécies de Cryptococcus.
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Fonte: ALTAMIRANO; JACKSON; NIELSEN (2020)

O tratamento para combater infec¢des criptocdcicas ocorre em trés
estagios: inducdo, consolidacdo e manutencdo (FERNANDES et al., 2016). E
utilizada anfontericina B mais flucitosina para a terapia de inducdo, enquanto
que o fluconazol é o agente que atua na fase de consolidagdo e manutencao e
de forma alternativa é utilizado como inducdo (KOHLER; CORNELY;
VEHRESCHILD, 2019). No entanto, os testes de sensibilidade antifungica
padrdo vém demonstrando uma baixa suscetibilidade entre anfontericina B e
fluconazol para os isolados de C. neoformans e de C. gatti. Os fatores que
influenciam a suscetibilidade incluem a melanizacdo, a capsula de
polissacarideo e as células titds (ZARAGOZA, 2019).
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A melanizacéo, que € um fator de viruléncia dessas espécies, confere a
resisténcia a fatores de estresses, como o calor, radicais livres, radiacao
ionizante e etc. Além disso, a melanizacédo da parede celular pode diminuir o
tamanho dos poros devido a uma redugdo em sua permeabilidade
(ZARAGOZA, 2019). Consequentemente, a melanizacdo também pode
bloquear a entrada de macromoléculas, como a anfontericina B. A melanina
também possui propriedades antioxidantes diminuindo o estresse oxidativo,
gue demonstrou contribuir para a toxicidade da anfontericina B (GROSSMAN;
CASADEVALL, 2017).

Outro mecanismo que auxilia na resisténcia contra os antifiingicos € o
tamanho da capsula polissacaridica, um fator importante de viruléncia com
efeitos infecciosos no sistema imunolégico humano (WANG; LI; DOERING,
2018). O aumento da densidade da capsula também acaba impedindo a
entrada de moléculas, como antimicrobianos, contribuindo, assim, para a
evasao imunolégica. Quanto maior for a capsula, maior sera a protecdo para
Cryptococcus contra anfontericina B e fluconazol (NASCIMENTO et al., 2017).
A capsula de polissacarideo pode agir como um antioxidante e sofrer
alteracbes em suas estruturas epitopa. Portanto, € provavel que uma maior
producdo de polissacarideo capsular proteja contra ROS induzidos pelos
antifangicos (CASADEVALL et al., 2019).

As células titds sdo células poliploides de C. neoformans de formato
anormal e grande, devido ao seu tamanho se tornam menos suscetiveis a alta
concentracdo de fluconazol do que as células tipicas (ABRAMO et al., 2012).
Além da diferenca do seu tamanho, que pode chegar a 100 um de diametro ja
gue as células criptocécicas tipicas tém em torno entre 5 a 7um (GERSTEIN et
al., 2015). As células titds possuem morfologias bastante diferentes. Essas
diferencas incluem uma capsula mais densa e reticulada e uma parede celular
mais espessa e uma producdo de melanizacdo maior. Além disso, as células
titAs contém de quatro a oito cOpias de seu genoma dentro de um nucleo
(CAZA; KRONSTAD, 2019). O estudo feito por (SIONOV et al., 2010) relatou
que o cromossomo 1 das células titds, contém ERG11, alvo do fluconazol e

AFR1, uma bomba de efluxo cuja superexpressao esta associada a resisténcia
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ao azol. Acredita-se que ambos contribuam para diminuicdo da suscetibilidade

das células com multiplas cépias do cromossomo 1.

2.1.4 Drogas antifungicas: mecanismos de acao e resisténcia

Os agentes antifungicos disponiveis sdo bastante limitados, comparado
com os antibacterianos. A busca por novos alvos celulares, dentro da era
genOmica, vem aumentando de forma exponencial (LIU et al.,, 2017a). O
surgimento da resisténcia antifingica esta relacionado com pacientes que
estdo utilizando medicamentos por tempo prolongado ou em tratamento
especifico antifangico (COSTA-DE-OLIVEIRA, 2020). Ha trés tipos de
resisténcia antifangica que j& foram descritas: intrinseca ou primaria, que
ocorre sem ter tido exposicdo aos antifiUngicos; existe o secundario ou
adquirido, que se desenvolve ap6s a exposicdo ao antifingico; e a resisténcia
clinica, que ocorre quando o fungo € susceptivel ao antifungico in vitro, mas
ndo in vivo, por causa da incapacidade do antifingico agir no alvo
(DAYANAND, 2018). Os principais antifungicos utilizados no tratamento de
infeccdes fungicas invasivas, seus principais mecanismos de a¢do, e como sua

resisténcia, estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Espectro de atividades e mecanismos de acéo e resisténcia dos
principais antifingicos.

Classe Droga Espectro de Mecanismo Mecanismo de
antifingica antifungica atividade de acéo resisténcia
. - - Ligam-se ao Mutag&o no gene
Polienos Anfotericina B Fungicida Ergosterol ERG3
. Inibicdo da Mutagéo na enzima
Analogos de . - ~ i
S oo 5- Flucitosina Fungicida funcéo e Uracil
Pirimidina C Lo
diviséo celular  fosforibosiltransferase
Fluconazol _In|b|gao do Superexpressao das
. . . citocromo 450
Az0is Voriconazol Fungistético bombas de efluxo da
14a-lanosterol
Posaconazol : membrana celular
desmetilase
Caspofungina erigilrk;:ga[;)-(dlas) MutacBes pontuais
Equinocandinas  Anidulafungina Fungicida ' nos genes FKS1 e
. ; glucano
Micafungina sintase FKS2

Fonte: Adaptado de COSTA-DE-OLIVEIRA; RODRIGUES (2020).
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2.1.4.1 Polienos

Os polienos sdo moléculas anfipaticas heterociclica. O alvo principal € o
ergosterol (Figura 3), que é o principal esteroide que regula a fluidez da
membrana, a fungcéo e a biogénese da membrana plasmatica, ligando-se nas
bicamadas lipidicas e desenvolvendo poros que ird romper a integridade da
membrana plasmatica, com isso permitira que moléculas pequenas

ultrapassem a membrana ocasionando a lise celular (KRISTANC et al., 2019).

Figura 3: Estrutura molecular do ergosterol

HO

Fonte: Estrutura molecular adaptado da base de dados Pubchem (KIM et al., 2016).

Os antiflngicos pertencentes a esse grupo sdo a anfotericina B e a
nistatina (Figura 4). A nistatina € de uso tépico e é utilizado na administracdo
de infeccdes fungicas como a candidiase oral e sistematica em recém-nascido,
lactantes e pacientes imunocomprometidos. Possui atividade contra vérias
espécies de leveduras e fungos filamentosos. Porém, contém um espectro
mais estreito que a anfotericina B (LYU et al., 2016). A anfotericina B é o
principal medicamento utilizado para as infec¢des fungicas, principalmente nas
infecgbes invasivas graves. Contudo, a anfotericina B é tdxica e pode causar
nefrotoxicidade. Para diminuir essa toxicidade foram formuladas vérias
versbes, como a desoxicolato de anfontericina B (TAKEMOTO; KANAZAWA,
2017).
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Figura 4: Estrutura molecular da nistatina (A) e anfotericina B (B).

Fonte: Estrutura molecular adaptado da base de dados Pubchem (KIM et al., 2016)

by

A resisténcia a anfotericina B ocorre devido a uma mutacdo no gene
ERGS, codificador da C-5 esterol desaturase, enzima responsavel na
biossintese do ergosterol. A resisténcia também pode estar relacionada ao
aumento da atividade da catalase, diminuindo a susceptibilidade ao dano
oxidativo (ARONSON, 2012).

2.1.4.2 Analogos de Pirimidina

O antifungico 5-flucitosina é o Unico que representa a classe da
Pirimidina. 5-flucitosina convertera em 5-fluorouracil (Figura 5) por uma citosina
desaminase, que causard a incorporagdo dessa citosina ao DNA e RNA, assim,
inibindo a funcdo da divisdo celular (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES,
2020). Esse antifungico é utilizado em combinagdo com a anfotericina B por

causa do alto indice de resisténcia. Em espécies do género Candida, a enzima
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uracil fosforilasiltransferase € inibida tornando incapaz de converter 5-
fluorouracil em 5-fluorouridina monofosfato, causando a resisténcia contra a
esse farmaco (KAUSHIK; KEST, 2018).

Figura 5: Estrutura molecular da 5-fluorouracil.

Fonte: Estrutura molecular adaptado da base de dados Pubchem (KIM et al., 2016).

2.1.4.3Triazois

Os triaz6is formam a maior classe de antifiungicos, que incluem:
fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isoconazol (Figura 6)
(KROL; NAWROT; BARTOSZEWICZ, 2018). S&o compostos sintéticos
heterociclicos que inibem a desmetilase do citocromo P450 14 a-lanosterol
fungico, codificada pelo gene ERG11 (CYP51) que catalisa a Gltima etapa da
biossintese do ergosterol (Figura 7). Quando ocorre a inibicdo da enzima,
ocorrera também a diminuicdo do ergosterol na membrana, consequentemente
diminuindo a funcdo da membrana da célula (Figura 8). Os antifungicos dessa
classe se ligam em um grupo de nitrogénio no anel azdlico inibindo a
desmetilacdo de C-14 do lanosterol, ocorrendo a substituicdo dos esterodis
metilados na membrana flngica inibindo seu crescimento ou levando a lise
celular (PALARETI et al., 2016).

34



Figura 6: Estrutura quimica do fluconazol, itraconazol, voriconazol,

posaconazol e isavuconazol.
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Fonte: NOCUA-BAEZ et al. (2020).

Figura 7: Biossintese do Ergosterol e os principais alvos dos antifingicos
allilaminas, azéis e poliénicos.
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Fonte: Adaptado de (RAMPONI, 2013).
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Figura 8: Mecanismo de agéo dos azodlicos, tendo como alvo a enzima a-14-
esterol-dimetilase responsavel pela fase final da biossintese do ergosterol.
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Fonte: NOCUA-BAEZ et al. (2020).

O principal mecanismo de acdo dos micro-organismos aos azois é a
superexpressdo das bombas de efluxo da membrana celular. As bombas
responsaveis pela redu¢cdo do acumulo de azébis dentro da célula sdo as
bombas ABC e os transportadores principais facilitadores (PRASAD et al.,
2015). Outro mecanismo atuante € a alteragcdo da enzima alvo ERG11,
substituindo aminoacidos, que evitara a ligacdo do farmaco ao alvo, causando

a resisténcia ao Fluconazol (PRISTOV; GHANNOUM, 2019).

2.1.4.4 Equinocandinas

As equinocandinas possuem trés agentes fungicidas: caspofungina,
micofungina e anidulafungina (Figura 9). Essas substancias causam a inibicao
da B - (1,3) glucano sintase, um complexo enzimatico que fica localizado na
membrana plasmatica das células fungicas (AZANZA PEREA, 2016). A enzima
B — (1,3) glucano sintase é essencial para os fungos e é composta de duas
subunidades: FKS1, uma subunidade catalitica, e RHO, uma proteina de
ligacdo ao GTP, que € um regulador da atividade da glucano sintase. As

equinocandinas substituem o fluconazol em tratamentos mais evasivos
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principalmente em ambientes da unidade de terapia intensiva (UTI) (PFALLER
et al., 2019).

Figura 9: Estrutura quimica da caspofungina (A), micafungina (B) e

anidulafungina (C).

HO

Fonte: Estrutura molecular adaptado da base de dados Pubchem (KIM et al., 2016).
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Os genes FK1 e FK2 estdo relacionados a resisténcia as equinocandinas.
Quando ocorre a mutacdo, pode ocorrer uma diminuicdo da sensibilidade da
enzima a droga. Os aminoacidos presentes em SER645 apresentam alteracdes
fenotipicas resistentes mais pronunciadas (KRITIKOS et al., 2018). Um estudo
realizado na Suica mostrou a resisténcia de C. albicans e C. glabrata as
equinocandinas permanece em nivel baixo, apesar de um aumento significativo
no uso desse agente, e essa resisténcia ocorreu apos associacdo a exposicao
individual a pré - equinocandinas de duragcdo prolongada (PAPPAS et al.,
2015).

2.1.5 Potencial biolégico e farmacolédgico de produtos naturais marinhos

A natureza dispde de recursos que os humanos utilizam para combater um
largo espectro de doencas. Extratos de animais, plantas, micro-organismos e
minerais eram 0s principais produtos para o tratamento de doencas, sendo as
plantas o principal para o desenvolvimento de produtos utilizados na medicina
tradicional antes do século XX (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).
Os produtos de origem natural possui uma variabilidade quimica estrutural e
funcional devida o metabolismo necessario para a adaptacao destes produtos a
diversas situacBes de estresse ambiental, como agente fisico-quimico e
biologico (ROBBINS et al., 2019). Os organismos vivos para conseguirem
sobreviver e se adaptar as condicdes ambientais ativam mecanismos
bioquimicos e genéticos para producéo e liberacdo de metabdlitos secundarios.
Por causa dessa necessidade de sobrevivéncia, consequentemente, essa
producdo se torna uma fonte renovavel de metabdlitos especializados
(POLLOCK et al., 2018).

Os primeiros registros documentados sobre as propriedades terapéuticas
dos produtos naturais ocorreram aproximadamente 2600 a.C., na
Mesopotamia. Foram relatados o uso de, em torno, 1000 substancias extraidas
de plantas, como Oleos essenciais das espécies Commiphora sp. (mirra),
Glycyrrhiza glaba (alcaguz) e Cupressus sempervirens (cipreste), que sao
utilizados na atualidade para diversas patologias (DIAS; URBAN; ROESSNER,
2012). No antigo Egito, em 2900 a.C., foram registrados mais de 700
medicamentos, principalmente de origem vegetal. Na medicina chinesa, vem

sendo registrado desde 1100 a.C. tratamentos a base de fitoterapicos, sendo
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registrado por Shennong Herbal (100 a.C.) 365 medicamentos e por Tang
Herbal (659 d.C.) com 850 fitoterapicos (JUTTE et al., 2017).

No século XX, com o avanco das pesquisas sobre o uso dos farmacos,
foram descobrindo qual o efeito que o medicamento ocasionava no corpo e
como ocorreria a interagdo da molécula do farmaco com a macromolécula
biolégica, como as proteinas. A partir disso, concluiu-se que compostos
quimicos isolados, em vez de extratos puros e semi-puros de organismos e
minerais, eram responsaveis pela atividade dos farmacos. Desde entdo, muitas
moléculas bioativas foram descobertas e identificados na sua forma estrutural
quimica, como por exemplo, a Digoxina (Figura 10) oriunda de flor Digitalis
lanata (KATZ; BALTZ, 2016).

Figura 10: Estrutura molecular da digoxina.

HO" “0

Fonte: Estrutura molecular adaptada da base de dados Pubchem (KIM et al.,
2016).

Em 1928, Fleming revolucionou a area da farmacologia e da medicina com
a descoberta da penicilina, um antibiético produzido pelo fungo filamentoso
Penicilium notatum (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). Esse
acontecimento trouxe pesquisas intensivas para a busca de novos compostos
ativos. Na década de 40, durante a Segunda Guerra Mundial, com o0 uso
intensivo da penicilina, industrias farmacéuticas investiram em pesquisas para
obter extratos de micro-organismos, como fungos e bactérias, para atuarem
contra bactérias patogénicas, assim, resultando na descoberta de compostos
como a actinomicina, estreptomicina, vancomicina, cloranfenicol e
clortetraciclina (Figura 11), (LOBANOVSKA; PILLA, 2017). Com isso, nas trés
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décadas conseguintes a industria farmacéutica intensificou pesquisas de

produtos naturais a partir de fontes microbianas.

Figura 11: Estrutura molecular da actinomicina (A), estreptomicina (B),

vancomicina (C), cloranfenicol (D) e clortetraciclina (E).
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Fonte: Estrutura molecular adaptada da base de dados Pubchem (KIM et al.,
2016).

Na década de 40, precisamente entre 0s anos 1942-1944, aumentou o
namero de estudos para descobrir novos antibidticos e compostos com outras
atividades a partir de micro-organismos e de outras fontes de produtos naturais
(KATZ; BALTZ, 2016). Com os esforgos, surgiram produtos como agentes
antibacterianos (como a penicilina da espécie Penicillium; cefalosporina da
espécie Cephalosporium acremonium; aminoglicosideos como estreptomicina e

tetraciclinas), agentes hipocolesterolémicos (como mevastatina de Penicillium)
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e lovastatina (Aspergillus), agentes antiparasitarios como 0s ivermectinos
(Streptomyces) (Figura 12) (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Figura 12: Estrutura molecular da penicilina (A), tetraciclina (B) e lovastatina
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Fonte: Estrutura molecular adaptada da base de dados Pubchem (KIM et al.,

2016).

Na década de 70, estudos relacionados as bactérias hipersensiveis aos [3-
lactdmicos detectados nos testes de inibicdo de B-lactamase e do teste de
especificidade de metabdlitos mostraram novas resisténcias aos
antimicrobianos (BUSH; BRADFORD, 2016). Com isso, novas pesquisas foram

realizadas e todas resultaram na descoberta de novas classes estruturais de
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antibioticos como os carbapenémicos, monobactémicos e as nocardicinas.
Outros farmacos descobertos a partir de micro-organismos foram a
anfontericina B, sintetizado a partir de Streptomyces nodosus, a ergometrina
(Figura 13), oriunda da Claviceps purpurea e a nistatina produzida por
Streptomyces noursei (KATZ; BALTZ, 2016).

Figura 13: Estrutura molecular da ergometrina.
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Fonte: Estrutura molecular adaptada da base de dados Pubchem (KIM et al.,
2016).

As industrias farmacéuticas vém buscando alternativas de substancias
ativas como micro-organismos presentes em ecossistemas extremos, como
regides polares e oceanos, por acreditar no ineditismo de compostos
encontrados nessas condigcdes ambientais (CHOUDHARY et al.,, 2017). Com
isso, as buscas por moléculas ativas de fontes como organismos marinhos
surgiram na década de 50 com o isolamento dos nucleosideos espongouridina
e espongotimidina, da esponja caraibas Cryptotethya crypta, isolados por
Bergmann e Feeney, aprovado pela Food Drug Administration (FDA) e que
levou ao desenvolvimento dos agentes antivirais e anticancer, ARA-A
(Vidarabina) e ARA-C (Citarabina) (Figura 14), utilizados até o presente
momento (SOUZA et al., 2007).
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Figura 14: ARA-A e ARA-C, medicamentos utilizados até hoje, inspirados nos
modelos naturais espongouridina e espongotimidina, isolados da esponja

caraibas Cryptotethya crypta.
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Fonte: SOUZA et al. (2007).

A FDA sé voltou a aprovar novos farmacos em 2004, depois da “crise” dos
anos 90 (diminuicdo da busca de produtos naturais). O analgésico ziconotida
(Prialt®) é um peptideo isolado do molusco Conus magnus na década de 80 e
utilizado para dores cronicas. Em 2007, a FDA aprovou o uso da trabectedina
(Yondelis®), um alcaloide tetra-hidroquinolinico isolado da ascidia caribenha
Ecteinascidia turbinata, e utilizado no tratamento de sarcomas e doencas
ovarianas (NEWMAN; CRAGG, 2016). Atualmente, existem sete agentes
terapéuticos no mercado que possuem suas moléculas ativas de origem
marinha (Tabela 2): além dos dois citados acima, o antiviral vidarabina (ARA-
A®), os antitumorais citarabina (ARA-C®), mesilato de eribulina (HALAVEN®),
brentuximabe vedotina, e regulador da hipertrigliceridemia ésteres de 6mega-3
(Lovarza®) (BLUNT et al., 2012).
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Tabela 2: Produtos naturais marinhos aprovados como farmacos. Nome do

principio ativo, estrutura molecular e atividade biolégica.

Principio o o
. Estrutura molecular Atividade bioldgica
ativo
H. ‘ HaM ‘ ‘
i 7 Hog | & Ho |
il I | N T ]
| 3 o _J' I nH s
el i o A
Ziconotida Al 5 A FT ) Analgésica
l-”Tl ‘J"““;‘V . 1121:-1
Lol WG o i
4‘ .; ‘ :1 -._(_ ;\-4. r‘—
H J:H. e MH
: -
Trabectedina Antitumoral
Esteres de Regulador da
omega-3 hipertrigliceridemia
NH,
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Vidarabina o N Antiviral
HO
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o o LA |
Citarabina o N O Antitumoral
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o 0 OH
AGID i 1
1e]
8 . . A N\:)L;q,w‘@\l)\’rn
SN A~ R Me O A Me OMeO  OMeO
N v N P e e e
I Wz ow

Brentuximabe Antitumoral

NH

HN ’l*o

Fonte: Adaptado de (BLUNT et al., 2012).

Trabalhar com organismos marinhos, como esponjas e corais, apresenta
limitacbes como o crescimento lento do animal, disponibilidade de alimentos
para producdo de metabdlitos, dependéncia da estacdo do ano, producao dos
metabdlitos em quantidades pequenas e alto custo de cultivo (NARANJO-
ORTIZ; GABALDON, 2019). Deste modo, pesquisas voltadas para a
associagcao entre organismos marinhos e micro-organismos tem sido o foco,
principalmente por esses organismos (bactéria, fungos e microalgas) estarem
presentes nas estruturas teciduais dos invertebrados marinhos (COTTIER;
HALL, 2020).

No Brasil, os estudos com o0s organismos marinhos iniciaram-se na
década de 60 (BERLINCK et al.,, 2017). A primeira substancia extraida foi o
colesterol de um invertebrado marinho. Por muito tempo, os estudos e
pesquisas eram direcionados para substancias quimicas de esponjas e
ascidias, visto que o Brasil possui uma area costeira maritima de 8000 km e
tdo pouco explorada, o pesquisador Berlinck e colaboradores (2004)

incentivaram a busca de produtos naturais no ambiente marinho do Brasil.

Apenas na década de 90 foram iniciados os estudos com regulacdo
genética e 0s processos enzimaticos envolvidos na biossintese dos metabalitos
secundérios. Os estudos envolveram o isolamento e a elucidacdo estrutural de
novas moléculas com atividades bioldgicas, desenvolvimento de novos
farmacos. Entretanto, analises recentes sobre as pesquisas dessas moléculas

bioativas, vém demonstrando que grupos de pesquisas no Brasil vém
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aumentando os esfor¢os na busca por produtos naturais produzidos por micro-
organismos (BERLINCK et al., 2017).

Dentre a maior biodiversidade existente no ambiente marinho na
producdo de produtos naturais, destacam-se os fungos, ndo apenas pelos
metabdlitos secundarios complexos, mas, principalmente, pela possibilidade de
processos fermentativos em grande escala, para obtencdo de moléculas ativas
suficientes para os estudos clinicos e pré-clinicos para formacdo de novos
farmacos. Portanto, promover a pesquisa interdisciplinar e a busca por

moléculas inéditas tem sido o maior incentivo dos pesquisadores do Brasil.

2.1.6 Organismos marinhos, micro-organismos associados e a producao
de metabdlitos secundarios

A diversidade de organismos que necessitam compartilhar o mesmo
habitat permitiu que ao longo do processo evolutivo ocorresse um equilibrio
entre eles. Esse equilibrio é demonstrado por meio da associa¢do entre micro-
organismos e animais (principalmente invertebrados marinhos como as
esponjas e corais). Esponjas, por exemplo, possuem aproximadamente 60% de
sua biomassa constituida por micro-organismo (bactérias, fungos, microalgas,
virus, etc) (SWEET; BULLING, 2017).

Compartilhar o mesmo ambiente fez com que esses organismos
desenvolvessem meios de sobreviverem para ocupar Seu espago e conseguir
seu alimento (GROTTOLI et al., 2018). Assim, foi adquirida por esses
organismos rotas quimicas capazes de produzir substancias bioativas que
auxiliam na competicdo por espaco, adaptacdo ao meio, protecdo contra
predadores, radiacdo UV, ou seja, a producdo de substancias naturais ativas
sdo respostas evolutivas para a sobrevivéncia. Essas substancias séo
denominadas de metabdlitos secundarios como os alcaloides, terpendides,

policetideos, peptideos, esteroides e etc. (WANG et al., 2016a).

Com a associacao entre os micro-organismos (fungos e bactérias) e os
invertebrados marinhos (esponjas e corais), acredita-se que a produgcéo dos
metabdlitos secundarios seja proveniente dos micro-organismos que vivem em

simbiose com esses animais. Assim, essas biomoléculas podem apresentar
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atividades bioldgicas importantes, destacando principalmente atividade
antifangica (BONN et al., 2017).

As esponjas sdo metazoarios filtradores e sedentarios, sdo animais
bentbnicos sésseis, possuem um sistema composto por condécitos que
promovem o bombeamento da agua por um sistema de canais essenciais para
sua fisiologia, essas células capturam moléculas organicas presente na agua,
auxiliam na troca de materiais como a excrecdo, nutricdo, respiracdo e
reproducdo, entre as esponjas e o meio (FELICIO; OLIVEIRA; DEBONSI,
2012). Por causa desse mecanismo, ndo sé as esponjas como também os
corais, tornam um habitat ideal para micro-organismos simbiontes,

principalmente fungos, bactérias e microalgas (SILVEIRA et al., 2017).

Os corais séo cnidarios marinhos que formam associagdo com micro-
organismos, que podem habitar no esqueleto, gastroderme, epiderme e
camada externa de muco do animal, essas relacdes interespécies formam um
metaorganismo (POLLOCK et al., 2018). Essa comunidade microbiana (fungos,
algas, bactérias, arqueias, virus e microeucariontes) irdo fornecer substancias
essenciais para a saude dos corais (PERNICE et al., 2020). Essa associacéo
desempenha papéis importantes, como anteriormente citado, através da
ciclagem de nutrientes e protecdo contra patégenos potenciais, auxiliando o
hospedeiro a aumentar a capacidade de resistir ao estresse ambiental
(PEIXOTO et al., 2017).

Micro-organismos podem beneficiar organismos marinhos evitando
doencas especificas e inibindo o desenvolvimento de patégenos. Além de
beneficiar o hospedeiro, a producdo de metabdlitos secundarios faz com que
possam ter aplicacdes biotecnoldgicas (ROSADO et al., 2019).

As substancias bioativas produzidas por fungos geralmente vém de duas
vias metabdlicas, a PKS, que produz policetideo tipo | e Il, e 0 NRPS. Ha
grupos de genes que biossintetizam compostos bioativos, como, 0os peptideos
sintetase ribossomicamente modificado pos-traducédo (RIPPs). (LOUREIRO et
al., 2018). Nos invertebrados (coral e esponja), essas vias biossintéticas dos
micro-organismos séo ativadas por interagdo complexas, como competicao por

espaco, ou resposta fisiologica do hospedeiro aos estresses ambientais. Essas
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vias sdo predominantes em micro-organismos associados a invertebrados
marinhos (LOUREIRO et al., 2018).

Dependendo das condicdes ambientais, os metaorganismos podem
responder ativamente a varias mudancas do ambiente, podendo controlar a
mudanca na abundéancia e diversidade de micro-organismos associados. Essas
mudancas afetam vias de biossintese. Por exemplo, a quantidade de carbono
absorvido ou a falta de absorcdo pode ativar as vias PKS/NRPS e ocorrer a
producdo dos metabdlitos secundarios (WEBSTER; REUSCH, 2017). Um
estudo realizado por SANG et al. (2019) relatou que na ultima década foram
isolados 245 substancias bioativas originadas do metabolismo de fungos e
bactérias associadas aos corais. Porém, ainda é desconhecida a maioria das
estruturas quimicas dessas substancias. Contudo, a maioria apresenta
atividades antimicrobianas e antibiofilme, principalmente contra micro-
organismo clinicamente importante, como Escherichia coli, C. albicans,

Staphylococcus aureus e A. fumigatus.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Revisar a producdo de metabdlitos secundarios de fungos marinhos
associados a invertebrados marinhos com atividade antimicrobiana no periodo
de 2015-2020 e investigar o potencial biotecnologico de fungos filamentosos
associados a invertebrados marinhos com atividade antifangica contra agentes

infecciosos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma revisao sistematica sobre compostos antimicrobianos de
fungos marinhos entre os anos de 2015 e 2020;

¢ Verificar a predominancia da espécie de fungo produtor de metabdlitos
secundarios com atividade biolégica;

e Avaliar a atividade antifingica dos extratos brutos e fracionados obtidos
a partir de fungos marinhos contra as espécies de leveduras patogénicas

Candida albicans e Cryptococcus neoformans.
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4. METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo sisteméatica da literatura cientifica e para reunir
os dados acerca de metabolitos secundarios de fungos marinhos com atividade
antifangica foram realizadas buscas nas bases de dados: Pubmed e Science

Direct. O periodo de dados limites de publicagcéo foi entre 2015 e 2020.

Os descritores utilizados nas buscas incluiram: fungos marinhos (marine
fungi), invertebrados marinhos (marine invertebrates), produtos naturais
(natural products), atividade antifangica (antifungal activity), metabdlito
secundario (secondary metabolite), antifingicos (antifungals), corais (corals),

esponjas (sponges), ascidios (ascidians).

Os artigos foram analisados baseados em trés etapas: i) leitura dos titulos
dos artigos pesquisados nas bases de dados com as palavras-chaves
utilizadas e que possuiam termos relacionados com metabdlitos de fungos
marinhos, ii) apés a selecdo dos artigos, foi feito uma leitura dos resumos
baseados nos critérios de inclusdo, ou seja, que relatava informacdes como
espécie e/ou género de fungos marinhos e metabdlitos produzidos e iii) foram
avaliados os textos dos artigos na sua forma integral para obter informacgdes
para concluir os objetivos desta revisdo, sendo essa analise quantitativa e

qualitativa, representados em forma de graficos e tabelas.

4.1 Critério de inclusdo

A selecdo dos artigos analisados passou por critério de inclusédo
baseando-se nas informacdes que envolviam a identificacdo da espécie de
fungos marinhos, de qual substrato os fungos foram extraidos, os metabdlitos
secundarios produzidos e suas estruturas quimicas.

- Fungos marinhos: todas as espécies que produziram metabdlitos
secundarios com atividade antimicrobiana.

- Substrato: fungos marinhos associados a corais, esponjas e ascidias.

- Metabdlito secundario: todos o0s metabdlitos com atividade
antimicrobiana.

- Estrutura quimica: compostos de fungos marinhos classificados de tipos

estruturais, que inclui terpenoides, alcaloides, policetideos, peptideos e outros.
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4.2 Critério de exclusao

Os artigos que nao apresentavam a identificacdo dos fungos produtores
dos compostos, os metabdlitos secundarios nao tinham sido identificados e nao
relatavam sua estrutura quimica foram excluidos. Artigos duplicados ou
repetidos encontrados na base de dados, trabalhos publicados que tinham
formato de capitulo, revisbes, editoriais e projetos também foram excluidos.

Apenas artigos cientificos foram utilizados neste trabalho.

4.3 Obteng&o dos micro-organismos

Os fungos marinhos foram obtidos a partir da micoteca do Laboratorio de
Diversidade Molecular (LDM) da UFAL, preservados e mantidos em o6leo
mineral estéril a 4°C e por meio do método Castellani, um método que
assegura a viabilidade, pureza, patogenicidade e estabilidade de organismos
fungicos. Esse método consiste na inoculacdo das amostras das cepas e
colocadas em frascos de vidros, contendo agua destilada esterilizada (DIOGO
et al., 2005). Os fungos foram isolados de amostras da esponja e do coral,
coletados no recife de coral da Ponta Verde em Maceid-AL. Foram isolados e
identificados por PAULINO; FELIX; LANDELL, 2020. Os fungos marinhos da
ponta verde (FMPV) identificados foram Aspergillus flavus (FMPVO01, FMPV04
e FMPV11), Aspergillus ruber (FMPVO02), Aspergillus niger (FMPV03), Phomar
sp.(FMPVO05), Aspergillus tubingensis (FMPV06), Hyphopichia sp.(FMPVQ7),
Cladosporium colambiae (FMPV08), Trichoderma harzianum (FMPVQ09),
Aspergillus  sydowii (FMPV10), Curvularia sp.(FMPV12), Trichoderma
longibrachiatum (FMPV13), Microsphaeropsis arundinis (FMPV14) e Penicillium
citrinum (FMPV15 e FMPV16).

4.4 Obtencéao dos extratos brutos

Para reativar as linhagens, estas foram cultivadas em placas de Agar
Batata Dextrose (BDA) por um periodo de sete dias a temperatura de 25-28 °C.
Os fungos foram inoculados em frascos tipo Erlenmeyer contendo 100 mL de
meio liquido composto por glicose 1%, extrato de levedura 0,1%, cloreto de
potassio 0,1%, cloreto de sédio 0,1%, e incubados a 25-28 °C por um periodo

de 14 dias. Apos esse periodo os cultivos foram filtrados sob vacuo através de
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um papel de filtro em um funil Buchner para separar o filtrado da cultura de
micélio. Em seguida, o micélio dos fungos foi extraido por metanol, formando
uma fracdo metandlica e o sobrenadante foi extraido com acetato de etila
gerando uma fragcdo aquosa e organica. Obtendo 16 extratos de fungos
marinhos. Foram selecionados dois extratos, FMPV02 e FMPV11, dos fungos
A. ruber e A. flavus, respectivamente, esses fungos foram isolados da esponja
Tedania ignis (FMPV02) e do coral Palythoa variabilis (FMPV11). Os extratos
foram liofilizados (SCOPEL et al.,, 2013) no Laboratério de Biofime e
Diversidade Microbiana (LaBDIM) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS). Os extratos foram submetidos a cromatografia em Sephadex™
LH-20 (GE Healtchcare) eluidos com agua (H20 - 100%), Acetonitrila (Ac -
100%) e Metanol (MeOH - 5%; 10%; 20%; 30%; 50%; 70% e 100%).

4.5 Teste para atividade antifungica - Concentracao inibitdria minima (CIM)

O teste foi realizado baseado no protocolo (M27-A2) (PFALLER et al.,
2012) pelo NCCLS (Método de referéncia para testes de diluicdo em caldo para
determinacdo da sensibilidade de leveduras a terapia antifingica: norma
aprovada). Foram testadas, inicialmente, as leveduras patogénicas C.
neoformans (ATCC 40283), C. gatti, C. haemulonni e C. albicans (ATCC
90028). Foi feito um preparo do inoculo da levedura em solucgdo salina 0,85%,
seguindo o padrdo de escala Mc Farland que corresponde a turbidez a 0,5,
com absorbéancia entre 0,11 e 0,15 a 600 nm. A suspensdao foi inoculada em
meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) em placas de 96 pocos.
Apés, foram adicionados 100 pl de extrato aos pocos, com concentragao inicial
de 400mg/ml e concentracdo final de 25 mg/ml. As placas foram, entao,
incubadas por 48 h a uma temperatura de 35 °C. Os antifungicos anfotericina B
(16pg/ml) e fluconazol (64 pg/ml) foram utilizados como controle. Apds o
periodo de incubacado, a determinacdo da CIM, para analisar a sensibilidade
dos micro-organismos aos antimicrobianos, foi lida de forma visual analisando
0 ponto de inibicdo do crescimento do micro-organismo, analisando qual
concentracdo mais baixa ird impedir o crescimento visivel. Os experimentos

foram realizados em duplicata para cada cepa utilizada.
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CAPITULO 1: REVISAO SISTEMATICA DE COMPOSTOS
ANTIMICROBIANOS DE FUNGOS MARINHOS, 2015-2020.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta revisdo sistematica foram identificadas 413 citacGes nas bases de
dados Pubmed e Science Direct. Foram excluidos 136 por serem duplicados.
Com a realizagdo da primeira etapa (revisdo dos titulos e abstracts), 249
artigos foram excluidos tendo um aproveitamento de 28 artigos. Apoés a leitura
na integra dos artigos, foram excluidos 9 estudos da revisédo: 4 estudos nao
identificavam quais espécies e/ou géneros produziram o0s metabdlitos
secundarios, 3 estudos néo identificavam os metabdlitos isolados e 2 estudos
que ndo apresentavam as estruturas quimicas dos compostos. Assim, 19
estudos atenderam aos critérios de inclusdo. O processo de revisdo esta

descrito graficamente na figura 15.

Figura 15: Diagrama da revisdo sistematica realizada a partir das bases de

dados Pubmed e Science Direct entre os anos de 2015 e 2020.

Artigos cientificos
identificados em bases
de dados virtuais:
(n=413)

|

Artigos duplicados
excluidos:
(n= 136)

l : Artigos excluidos:

(n=249)
Artigos avaliados
para elegibilidade:

(n=28)

Artigos excluidos: {(n=19)

- Identificac&o do fungo: 4

- Compostos néo identificados:3

- Estrutura quimica né&o relatada: 2

l
Artigos incluidos:
(n=19)

Fonte: Elaborado pela autora
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Esta revisdo relata 84 novos compostos antimicrobianos (Tabela 3)
derivados de fungos marinhos associados aos invertebrados marinhos como:
esponjas (65%), corais (30%) e ascidias (5%) (Figura 16), classificados em
cinco tipos estruturais (Figura 17), tais como terpendides (43%), policetideos
(23%), alcaloides (7%), peptideos (6%) e outros (21%). Uma grande parcela
dos compostos produzidos foi isolada dos fungos Aspergillus (38%) seguido do
Penicillium (19%) (Figura 18). Alguns metabdlitos, como mariniafunginas B
(ZHANG et al.,, 2019b) e adametizina A (LIU et al.,, 2015) apresentaram
excelente atividade antimicrobiana comparada ao controle positivo. Sendo

assim, tais compostos sao estruturas potentes para drogas antimicrobianas.

Figura 16: Habitats dos fungos marinhos isolados.

5%

® Esponjas
m Corais
m Ascideas

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 17: Metabdlitos antimicrobianos isolados de fungos marinhos baseado

em sua estrutura molecular.
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Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 18: Fontes de metabdlitos fungicos marinhos com atividade

antimicrobiana.
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Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 3: Novos metabdlitos antimicrobianos produzidos por fungos marinhos em 2015-2020

Metabdlitos Espécie/género Substrato Estrutura molecular Atividade Local Autores/ano
Esperadinas B-D(1-3) Aspergillus flavus . i Antifl]ngi_co ;
LA . Esponja Agelas aff. Alcaloides Antibacteriano China (MA et al., 2015)
Ci16H18N203 (4) Penicillium cyclopium i
Antiviral
_— (e . Esponja Terpenodides . . China (GONG et al.,
Nectriapironas C-D (5-6) Nectria sp. Gelliodes camosa p Antibacteriano 2015)
Adometizinas A-B (7-8) -~ - Esponja Terpendides Antifangico China
Adametacorendis A-B (9-10) Penicilium adametzioides Nao identifica P Antibacteriano (LIWetal., 2015)
Estaquibotricodermona A (11) Esponja Terpenodides L China
Estaquibogrisefenona B A-B (12-13) Stachybotrys sp. N&o identifica P Antiviral (QIN etal., 2015)
T i i - , ' outros Antifingico Egito (MURSHID et al.,
Penicilosideos A-B (14-15) Penicillium sp. Tunicado Didemnum sp Antibacteriano g 2016)
- ) . - Esponja Terpendides ivi China (PENG et al.,
Austalides S-U (16-18) Aspergillus areolatus N0 identifica p Antiviral 2016)
3B,7B,150a,24-tetrahidroxoleon-12-
ene-11,22-diona(19) 150,22(3,24- Terpendides .
trihidroxioleon-11,13,diene-3-ona (20) Scopulariopsis sp. Coral Stylophora sp. - Antibacteriano Egito (ELNAGGAR et
) . - ; Policetideos al., 2017)
6-hidroxi-2,7-dimetil-1,4-naftoquinona
(21)
Heterocornéis A-L (22-33) Pestalotiopsis heterocornis ~ Esponja Phakellia fusca Policetideos Antifingico China (LEl et al., 2017)
Antibacteriano
Acido diorcindlico (34) Terpendides .
B-d-glucopironosil aspergiluseno A Aspergillus sydowii Esponja Stelletta sp. Outros Antibacteriano Coreia (LIU et al., 2017)
(39)
Cladosporister6ide A-C (36-38) )
(3R)-3-(2-hidroxipropril)-6,8-di-hidroxi- Cladosporium sp. Esponja Callyspongia sp. Outros Antiviral China (PANG etal.,
. X 2018)
3,4-di-hidroisocumarina (39)
Terpendides
Amida dicotomocejs A-D (40-43) Alcaloides
_ _ Dicopetidep A (44) _ Dichotomomyces cejpii Coral Lobophytum _ Antibacteriano China (CHEN et al.,
Dicetopiperozinas dicocerazinas A-B crassum Policetideos 2017)
(45-46)
Luteoreto E (47) Terpendides ]
Coral Sarcophyton Antibacteriano China

Versicolactona G (48)
(3E,7E)-4,8-dimetil-undecano-3,7-

Aspergillus terreus

subviride

Outros

(LIU et al., 2018)
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dieno-1,11diol (49)

. , ] i i - . , Peptideos Antifingico China
Sinulariapeptideos A-E (50-54) Simplicillium sp. Coral Sinularia sp. p Antibacteriano (DAl et al., 2018)
Isadiidroauroglaucina (55)
Flavoglaucina (56)
Eritromicina (57) . . outros . . China (LIANG et al.,
Physcion (58) Aspergillus ruber Coral Gorgonia sp. Antibacteriano 2018)
Neoecinulina (59)
Echinulin (60)
Mariniafunginas B-G (61-66) . . - Terpendides e China (ZHANG et al.,
Sordaricina B (67) Curvularia hawaiiensis Coral Palythoa haddoni p Antifingico 2019b)
Brasilianoides G-L (68-73) Penicillium brasilianum Esponja n&o identificada Terpenodides Antibacteriano China (ZHANG etal.,
Neoaustina (74) 2019)
Aspergilusena D (75)
2-hidroxi-1-(hidrometil)-8-metoxi-3-
metil-9H-xanten-4-1 (76) 2- hidroxi-1-
(hidrometil)-7,8-dimetoxi-3-metil-9H Terpendides Antiviral )
xanten9-ona (77) Acido 3-(2,5 Aspergillus sydowii Esponja Phakellia fusca Co . . China (LIU et al., 2019)
o : Policetideos Antibacteriano
dimetilbenzo[d][1,3] diaxol-2-
il)propanoico (78) 2-(5-hdroxi-4-
metilpentil)-2-metilbenzo[d][1,3]dioxol-
5-acido carboxilico (79)
Acido harziandlico (80) . Antiftingico _
Harzianona E (81) Trichoderma harzianum Coral néo identificado Terpenodides Antibactegriano China (SHI et al., 2020)
3,7,11-tribidroxil5-cicloneranato (82)
Policetideos Antiflngico China

Aspericécidos A-B (83-84)

Aspergillus sp.

Esponja Haliclona sp.

(LIU et al., 2020)

Fonte: Elaborado pela autora
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Em 2015, MA et al. (2015), isolaram com ETOAc dois novos alcaloides de
acido ciclo-piazénico (CPA) hexociclico, os compostos esperadina B (1) e o
esperadina C (2) e um alcaloide oxindol tetaciclico, esperadina D (3) a partir
dos metabdlitos de Aspergillus flavus associado ao tecido interno da esponja
Agelas aff., das Ilhas Xisha, China. O composto 2 possui esqueleto 6/5/6/5/5/6
com sistema de anel hexaciclico sendo o primeiro com a unidade 5,6-dihidroxi-
4-0xo0-1,3-oxazinano. Ja o composto 3 é instdvel em MeOH degradando-se em
um novo composto denominado CieHisN203 (4). Os compostos 1-3 foram
rastreados quanto a bioatividade demonstrando baixa atividade antiviral contra
influenza HiNi1 (ICs50>100mM) e apresentou baixa atividade antibacteriana e

antifangica, com valores de CIM > 400ug/ml.

A analise quimica do micélio do fungo Nectria sp., isolado da esponja
Gelliodes carnosa, do sul do mar da China (GONG et al., 2015), resultou em
duas novas pironas monoterpendides, netriapirona C (5) e netriapirona D (6).
Estudos anteriores ja relatavam a nectriapirona como um antibiotico ativo
contra S. aureus, apresentando CIM de 30 mg/mL. Os novos compostos (5-6)
apresentaram baixa atividade antibacteriana na dose de 500 mg/disco contra S.
aureus, Bacillus subtilis, E. coli e P. aeruginosa pelo método de difusdo em

disco.

O fungo Penicillium adametzioides, isolado do tecido de uma esponja
marinha ndo identificada, da Ilha de Hainan, na China (LIU et al., 2015),
produziu dois novos derivados de bistiodicetopiperazina (0s compostos
adametizina A (7) e adametizina B (8)) e dois novos sesquiterpenos
(adametacorendis A e B (9-10)). Os novos compostos foram avaliados quanto a
atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli e contra fungos
fitopatogénicos. O composto 7 apresentou atividade significativa contra S.
aureus, com valores de CIM entre 8 e 32 um/mL, enquanto o composto 8
mostrou atividade contra S. aureus com valor de CIM de 64 pg/mL. Os
compostos 7 e 8 apresentaram estruturas quimicas iguais ao substituirem o ClI
em c-7 acarretando um aumento na atividade antibacteriana. Em contrapartida,

0s compostos 9 e 10 ndo apresentaram atividade significativa (ICs0>10uM).
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Figura 19: Estrutura quimica dos compostos 1-10.
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Fonte: MA et al. (2015), GONG et al. (2015) e LIU et al. (2015).

Um sesquiterpendide, Estaquibotricodermona A (11) e duas xantonas,
Estaquibogrisefenona A-B (12-13) foram purificadas a partir do fungo
Stachybotrys sp. associado a uma esponja nao identificada, coletada na llha
Xisha, China (QIN et al., 2015). Os trés compostos foram avaliados quanto a
sua atividade antiviral e 0 composto 11 se mostrou inativo, ja 0s compostos 12
e 13 exibiram atividade significativa contra o virus intestinal EV71 com valores

de I1Cs0 de 30,1 e 50 pM, respectivamente.
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Os penicilosideos A e B (14-15) sao dois novos cerebrosideos isolados do
fungo Penicillium sp. isolado do tunicado Didemnum, coletado do mangue em
Sharm EI-Sheikh, no Mar Vermelho da costa do Egito (MURSHID et al., 2016).
Os compostos 14 e 15 apresentaram atividade antifangica significativa contra
C. albicans e atividade antibacteriana também significativa contra S. aureus e
E. coli. A andlise antimicrobiana foi determinada por meio da zona de inibicdo
no método de difusdo em disco, onde o composto 14 apresentou atividade
contra C. albicans com inibicdo de 23 mm e o composto 15 apresentou inibicéo

de 19 mm (S. aureus) e 20 mm (E. coli).

Os estudos de PENG et al. (2016) demonstraram compostos com
atividade antiviral contra o virus influenza A (HiN1). Esses compostos foram
obtidos do fungo Aspergillus aureolatus, isolado de uma esponja né&o
identificada das Ilhas Xisha, China. Pertencente a familia meroterpendides, os
trés compostos isolados foram identificados como austalideos S-U (16-18). Os
austalides podem ser divididos em quatro subfamilias de acordo com o sistema
de anel, podendo ser tetraciclico 5/6/6/6, penta ciclico 5/6/6/6/6, penta ciclico
5/6/6/6/7 e de anéis hexaciclicos 5/6/6/6/5/6. O composto 16 € o primeiro
austalideo com anel de terpeno fundido ao anel cromético possuindo o sistema
de anel pentaciclico 5/6/6/6/6. Apesar dos austalideos terem um historico
antimicrobiano, apenas o0 composto 18 apresentou atividade antiviral

significativa com valores de ICso de 90uM.

O fungo Scopulariopsis sp. foi isolado de um coral duro, Stylophora sp.,
coletado no litoral de Ain El-Sakhna, Mar Vermelho, Egito (ELNAGGAR et al.,
2017). A analise quimica resultou em dois novos triterpendides e um derivado
da naftoquinona. Os compostos foram identificados como 383,7B,15a,24-
tetrahidroxoleon-12-ene-11,22-diona (19), 15a,223,24-trihidroxioleon-
11,13,diene-3-ona (20) 6-hidroxi-2,7-dimetil-1,4-naftoquinona (21) e foram
testados quanto a atividade antibacteriana contra S. aureus, Acinetobacter
baumannii e Mycobacterium tuberculosis apresentando baixa atividade testado

em uma dose de 10 pg/mL.
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Figura 20: Estrutura quimica dos compostos do 11-21.
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Fonte: QIN et al. (2015), MURSHID et al. (2016), PENG et al. (2016) e ELNAGGAR et
al. (2017).

Com esforgos continuos na busca de metabdlitos secundérios a partir do
fungo Pestalotiopsis heterocornis associado a uma esponja Phakelia fusca, da
llha Xisha, China, doze derivados de policetideos, heterocorndis A-L (22-33)
foram isolados por LEI et al. (2017) e testados suas atividades antibacteriana e
antifangica. Como resultado, obtiveram atividade significativa dos compostos
AC (22-24) e FH (27-29) contra bactéria Gram-positiva S. aureus e B. subtilis
com valores de CIM entre 25 a 100 um/mL, porém apresentando atividade

antifangica fraca com valores de CIM de 100 pg/mL.
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Figura 21: Estrutura quimica dos compostos 22-33.
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Fonte: (LEI et al., 2017).

O &cido diorcindlico (34) e o B-d-glucopiranosil aspergiluseno A (35) séo
dois novos metabolitos isolados do fungo Aspergillus sydowii extraido da
esponja Stelletta sp., coletada na Coréia. O composto 34 é o0 primeiro
glicosideo de bisabalano fendlico sesquiterpenos a apresentar atividade
antibacteriana contra S. aureus, porém nao significativo (LIU et al., 2017). Trés
novos esterodis altamente oxigenados, cladosporesteréide A-C (36-38) e uma
diidroisocumarina, (3R)-3-(2-hidroxipropil)-6,8-di-hidroxi-3,4-di-hidroisocumarina

(39) foram isolados do fungo Cladosporium sp. associado a esponja
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Callypongia sp., coletada na China. Foram testadas suas atividades antivirais
contra a cepa viral HaN2, porém apenas o composto 37 obteve atividade fraca
com ICsp de 16,5 pM comparado ao controle positivo que possui valor ICso de
34uM (PANG et al., 2018).

CHEN et al. (2017) isolaram o fungo Dichotamomyces cejpii do coral
Labophytim crossum, coletado na China. Em seu cultivo, os pesquisadores
adicionaram L-triptofano e L-fenilalamina, obtendo uma producdo de 28
compostos, entre eles, sete compostos sdo inéditos. Quatro sdo amida,
dicotomocejs A-D (40-43), um policetideo, dicocetideo A (44) e duas
dicetopiperazinas, dicocerazinas A-B (45-46). Os compostos foram testados
contra S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e Acinetabacter de bauman, porém com

nenhum efeito inibitdério significativo observado.

Figura 22: Estruturas quimicas dos compostos 34-39.

R'=H, R?=H, R*=0H, R*=COOH, R*=H, R®*=COOH

Fonte: LIU et al. (2017) e PANG et al. (2018).
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Figura 23: Estrutura quimica dos compostos 40-46.
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Fonte: CHEN et al. (2017).

Trés compostos foram purificados a partir fungo Aspergillus terreus
associado ao coral Sarcophyton subviride, coletado na costa da llha Xisha no
mar da China. Os compostos identificados, um derivado de triptofano prenilado,
luteoreto E (47), um derivado de butenolideo, versicolactona G (48) e um alcool
alifatico linear, (3E,7E)-4,8-dimetil-undicano-3,7dieno-1,11-diol (49) foram
testados contra Klebsiella pneumoniae, E. coli e S. aureus. Todavia sem
atividade significativa e com valores de CIM>100 pg/mL (LIU et al., 2018).

Sinulariapeptides A-E (50-54) sdo cincos novos peptideos isolados do
fungo Simplicillium sp. isolado do coral Sinularia sp., coletado da Ilha Yongxing,
China. Esses compostos foram identificados como ciclo depsipeptideos, ou
seja, trés peptideos lineares e um dipeptideo ciclico que ndo foram descritos.
Os compostos foram testados quanto sua atividade antifuUngica, apenas o0s

compostos 50 e 54 apresentaram zonas de inibicdo contra Colletotrichhum
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oceanum e Pyricularia oryzae cav, com valores de CIM entre 4,9 e 9,8ug/mL,

tendo actidiona como controle positivo (CIM = 10 pug/mL) (DAl et al., 2018).

Figura 24: Estruturas quimicas dos compostos 47-54.
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Fonte: LIU et al. (2018) e DAI et al. (2018).

LIANG et al. (2018) coletaram corais Gorgdnia na llha Xisha, na China e
isolaram desses corais o fungo A. ruber. Ele foi extraido trés vezes com ETOACc
e trés vezes com CH2Cl>-MeOH, sendo isolados seis compostos:
isodiidroauraglaucina (55), flavoglaucina (56), eritromicina (57), physcio (58),
neoecinulina (59) e echinulin (60). Os compostos foram testados contra cinco
cepas bacterianas patogénicas S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Bacillus
cereus e salmonella typhimurium, porém apenas 0s compostos 56 e 60
apresentaram atividade antibacteriana fraca com valor de ICso de 50 uM. Em
contrapartida, os compostos 55 e 56 foram avaliados quanto a atividade
antiviral contra HSV-1 apresentando atividade significativa com valores de

EC50 de 4,73 e 6,95uM, respectivamente.

Seis novos compostos, moriniafungina B-G (61-66), que sao glicosideos

de terpénicos tetraciclicos de sordorina e um novo diterpenos tetraciclico de
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sordaricina, sordaricina B (67) foram isolados a partir do fungo Curvularia
hawaiiensis obtido a partir do coral Palythoa haddoni, coletado na China e
extraido por ETOAc apresentaram atividade antifangica. Os compostos (61-66)
Sao os primeiros casos de sordarina que possuem um anel espiro 1,3-dioxolan-
4-ona, algo raro na natureza. Os compostos foram testados quanto a suas
atividades antibacterianas, antiviral e antifungica. Os compostos 61-64
apresentaram forte atividade antifingica contra C. albicans com valor de CIM
de 2,9 uM (ZHANG et al., 2019).

Figura 25: Estruturas quimicas dos compostos 55-67.
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Fonte: LIANG et al. (2018) e ZHANG et al. (2019b).
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Um estudo baseado em analise de bioinformatica dos clusters de genes
sintéticos em associacdo com a deteccao do gRT-PCR fez com que ZHANG et
al., (2019) buscassem meroterpendides produzidos pelo fungo marinho
Penicillium brasilianum. O fungo P. brasilianum foi isolado de uma esponja n&o
identificada, coletada na Ilha Weizhou, China e teve seus metabolitos extraidos
com o solvente ETOAc. Seis brasilionoides G-L(68-73) foram isolados desta
cepa fangica. As andlises demonstraram que o composto 68 é caracterizado
por um penta ciclico 6/6/5/5/5 e o composto 72 com um sistema penta ciclico
716/6/6/5, ambos incomum na natureza. Todos os compostos foram testados
guanto a atividade antibacteriana e apenas o composto 73 exibiu inibicdo

contra a invasao de bactérias nas células hospedeira.

O fungo Aspergillus sydowii foi isolado da esponja Phakellia fusca, na llha
Xisha na China (LIU et al., 2019) e extraido com ETOAc. Através da analise
quimica, isolaram cinco novos compostos, um sesquiterpenoide do tipo
bisabolano, aspergiluseno D (75), duas novas xantonas, 2-hidroxi-1-
(hidrometil)-8-metoxi-3-metil-9H-xanten-4-1 (76) 2- hidroxi-1-(hidrometil)-7,8-
dimetoxi-3-metil-9H xanten9-ona (77) e dois novos derivados de catecol, Acido
3-(2,5 dimetilbenzo[d][1,3] diaxol-2-il)propanoico (78) 2-(5-hdroxi-4-metilpentil)-
2-metilbenzo[d][1,3]dioxol-5-4cido carboxilico (79). Os testes dos compostos
quanto a sua atividade antiviral contra o virus influenza A e antibacteriana
contra S. aureus, Enterococcus faecalis, A. baumannii, E. coli e K. pneumoniae
resultou em uma atividade antibacteriana néo significativa. Em contrapartida,
0S compostos 75 e 79 apresentaram inibicdo seletiva contra dois subtipos de

virus influenza A com valores de ICso variando de 1,11 pM a 4,70 pM.
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Figura 26: Estruturas quimicas dos compostos 68-79.
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Fonte: ZHANG et al. (2019) e LIU et al. (2019).

O fungo Trichoderma haarzianum derivado de um coral mole néo
identificado das llhas Xisha da China. Em busca de novos compostos, 0s
pesquisadores SHI et al. (2020) utilizaram a manipulacdo quimica epigenética
para “despertar genes adormecidos”, fazendo mudancas nas estruturas dos
metabolitos secundarios por meio de um inibidor de histona desacetilase
(HDAC). Assim, trés novos terpendides foram isolados dessa cepa flungica,
acido harzianolico A (80), que é um cleistantano diterpendide, um harzianona E
(81) que é um harzianol diterpendide e um ciclonerano sesquiterpendide,
3,7,11-trihidroxcloranona (82). Testados para sua atividade antibacteriana
contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa e atividade antifangica contra C.

albicans. Porém nédo apresentaram atividade significativa.
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O fungo Aspergillus sp. associado a uma esponja Haliclona sp., coletada
em Lingshui, provincia de Hainan, China (LIU et al., 2020) foi isolado e
produziu dois compostos incomuns derivados da tetrahidrofurano, possuindo
um anel de tetrahidrafurano 2,5-dissubstituido acoplado a uma cadeia de &cido
graxos insaturado, denominados apsericacidos A e B (83-84). Os compostos
foram testados para atividade antifingica contra C. albicans e C. neoformans e
0 composto 83 apresentou atividade in vitro com CIM = 50 pg/mL, porém o
composto 84 nao apresentou atividade significativa com valores de CIM de 128

pg/mL.
Figura 27: Estrutura quimica dos compostos 80-84.
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Fonte: SHI et al. (2020) e LIU et al. (2020).
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CAPITULO 2: PROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS
PRODUZIDOS POR FUNGOS MARINHOS DO LITORAL DE ALAGOAS
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Em um trabalho anterior, o qual foi realizado teste de atividade
antifangica, por meio da técnica de CIM, foi demonstrado que no total de 16
extratos de fungos marinhos isolados de invertebrados marinhos coletados no
recife de coral da Praia da Ponta Verde, Macei6 AL (Tabela 4), dez
apresentaram atividade antifingica (Tabela 5), onde cinco apresentaram
atividade contra C. albicans, dois para C. haemulonii, 10 para C. neoformans e

2 para C. gatti.

Tabela 4: Espécies de fungos marinhos isolados a partir de invertebrados
marinhos coletados no recife de coral da Praia de Ponta Verde, Macei6-AL.

Cdédigo Espécie

FMPV 001 Aspergillus flavus

FMPV 002 Aspergillus ruber

FMPV 003 Aspergillus niger

FMPV 004 Aspergillus flavus

FMPV 005 Phoma sp.

FMPV 006 Aspergillus tubingensis
FMPV 007 Hyphopichia sp.

FMPYV 008 Cladosporium colombiae
FMPV 009 Trichoderma harzianum
FMPV 010 Aspergillus sydowii

FMPV 011 Aspergillus flavus

FMPV 012 Curvularia sp.

FMPV 013 Trichoderma longibrachiatum
FMPV 014 Microsphaeropsis arundinis
FMPV 015 Penicillium citrinum

FMPV 016 Penicillium citrinum

Fonte: PAULINO; FELIX; LANDELL, 2020.
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Tabela 5: Extratos de fungos marinhos que obtiveram atividade inibitéria contra
espécies patogénicas dos géneros Candida e Cryptococcus.

fungos Extratos de fungos marinhos
_ _ FMPV 01; FMPV 02; FMPV 06; FMPV 11 e FMPV
Candida albicans
14
Candida haemulonii FMPV 02 e FMPV 11

FMPV 01; FMPV 02; FMPV 04; FMPV 06; FMPV 08;
FMPV 09; FMPV 10; FMPV 11; FMPV 13; FMPV 14

Cryptococccus gatti FMPV 02 e FMPV 11

Cryptococcus neoformans

Fonte: Elaborado pela autora.

Dos 16 extratos brutos de fungos marinhos testados, foram selecionados
dois extratos brutos (FMPV02 e FMPV11) que foram eficazes na inibicdo das
espécies C. neoformans, C. gatti, C. albicans e C. haemulonii. Esses extratos
brutos foram entdo fracionados, utilizando os solventes metanol (MeOH),
acetonitrila (CH3CN) e 4gua (Hz0).

As fracbes ativas foram submetidas ao ensaio de CIM e ambas
mostraram um valor alto de inibicdo, mostrados na tabela 6. Portanto, os
extratos foram testados contra os isolados clinicos C. neoformans ATCC 32045
e C. albicans ATCC 90028 e mostraram resultados positivos e significativos,
apresentando valores de CIM entre 0,5 mg/mL e 2 mg/mL em ambos os
isolados. Em um estudo semelhante do fungo Curvularia hawaiiensis do coral
Palythoa haddoni, coletado na China, apresentou atividade inibitéria contra C.
albicans com valores de CIM de 2,9 uM (ZHANG et al., 2019). Outro estudo
realizado por DAI et al. (2018) isolando o fungo Simplicillium sp. do coral
Sinularia sp., na China. Foi avaliada sua atividade antifingica contra

Colletotrichum oceanum com valores de CIM de 4,9 ug/L.
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Tabela 6: Concentracdo inibitéria minima (CIM) das fragbes de fungos
marinhos associados a invertebrados marinhos (corais) coletados no recife de

coral da praia de Ponta Verde, Maceio/AL.

MeOH CHz:CN H-0 MeOH CH3CN H20
C. neoformans 2
1 mg/mL | 2mg/mL | 1 mg/mL 2mg/ml | 1 mg/mL
ATCC 32045 mg/mL
C. albicans 0,5 1 0,5
1 mg/mL | 2 mg/mL 2 mg/mL
ATCC 90028 mg/mL | mg/mL mg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

Na revis@o sistematica os géneros mais predominantes foram Aspergillus
e Penicillium. Corroborando com os estudos de PAULINO, 2020 que confirma a
predominancia no litoral alagoano dos géneros Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma e Cladosporium. Em 2015, XU et al (2015), em seus estudos ja
afirmava a predominéancia do género Aspergillus e Penicillium como fungos

marinhos que mais sintetizam compostos antimicrobianos.

Os fungos marinhos podem ser amplamente encontrados em todos 0s
ecossistemas da terra, abrangendo ambientes aquaticos, podendo ser
facilmente achados associados a sedimentos, algas, macro e micro organismos
e invertebrados marinhos (GROSSART et al., 2019). Apresentando atividades
antimicrobianas, citotoxicas, anti-inflamatorias(Ll et al., 2019a), inibidores de
proteinas e indutores (XIE et al., 2019). Como o estudo de (LI et al., 2018) que
isolou o fungo A. versicolor derivado da lama do mar da China, obtendo
alcaloides, aspervesiamidas A-H, apresentando atividades anti-inflamatorias

com efeito inibidor contra iINOS com valor de ICso de 5,39 pM.

Os fungos marinhos Aspergillus e Penicillium s&o grandes produtores de
terpendides e policetideos LI et al. (2019) isolaram dois meroterpendides
polioxigenados, aperterpenos N e O e dois analogos de terrtoninas A e G, do
fungo A. terreus derivado da alga marinha Laurencia okamurai, coletada na
costa de Qingdao, China. Os metabdlitos aperterpenos apresentaram atividade
inibitoria contra a neuraminidase da influenza com valores de ICso 18 nM. E os

metabdlitos terretonina A e G apresentaram atividade antibacteriana contra
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Micrococcus luteus e S. aureus, com valores de CIM de 32 e 8 pM/mL,

respectivamente.

O fungo Penicillium verruculosum derivado da ascidia Polycarpa aurata,
Indonésia, produziu dois novos merosesquiterpenos, verreculideos A e B,
inibidores da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) com valores de ICso entre
8,4 e 23,1 uM (YAMAZAKI et al., 2015). Um estudo semelhante feito por KONG
et al. (2019) que isolaram quatro terpendides inddlicos, penerpenos A-D,
também possuiram atividade inibitéria contra a proteina tirosina fosfatase com
ICs0 18,8 uM, porém o fungo Penicillium sp. Foi isolado de um molusco bivalve,
Meretrix lusoria, coletado em Haikou Bay, China.

Pesquisadores tém utilizados agentes modificadores epigenéticos com
auxilio de analise de bioinformética dos clusters de genes que resulta em
alteracdes significativas dos metabdlitos secundarios desenvolvendo novos
compostos. Como no estudo de WANG et al. (2016b) que utilizaram da
manipulacdo quimica epigenética aplicada ao fungo marinho Aspergillus sp.
obtendo trés novos sesquiterpenos do tipo eremofilano, dihidrobipolaroxina B,
dihidrobipolaroxina C e dihidrobipolaroxina D e um analogo conhecido,
dihidrobiploroxina. O cultivo foi tratado com inibidor de histona desacetilase
(acido suberohidroxamico) e inibidor do DNA metiltransferase (5-azacitidina)
exibindo inibicdo na produc¢éo de 6xido nitrico sem efeitos citotoxicos.

Em um estudo mais recente de WU et al., (2020) utilizaram a mesma
metodologia dos agentes epigenéticos, usando inibidores da desacetilase de
histona e o inibidor da metiltransferase de DNA do fungo A. versicolor, isolado
do tecido fresco da parte interna da gorgonia D. gemmacea, coletada no recife
de coral da llha Xisha no maar da China. Obtendo dois novos derivados de
nucleosideos, kipukasins K e L que apresentaram atividade antibacteriana
contra Staphylococcus epidermidis e S. aureus com valores de CIM de 8-16

pg/mL e atividade anti-incrustante.

Um estudo antigo de MUKHERJEE, (2012) relata que o género
Trichoderma também é produtor de metabdlitos com atividade antimicrobiana
incluindo pironas, terpenos, policetideos e derivados de polipeptidios,

produzindo mais de cem metabdlitos. Apresentando atividade para infecgéo por
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Candida sp. como ergoconina A agindo como inibidor da formacéo de glicanas

na parede celular fungica.

Com esforco para descobrir compostos naturais com aplicacdes
terapéuticas e bioldgicas, pesquisadores também utilizaram fungos do género
Trichoderma para isolar novos metabolitos. Como os estudos de REHMAN et
al. (2020) que isolaram seis novos sorbicilinoides (tricoreeseiona A e B,
tricodermolida B, 13-hidroxitricodermolida, 24-hidroxi-tricodimerol e 15-hidroxi-
bisvertinol). Sorbicilinoide foi isolado pela primeira vez como uma impureza na
penicilina. Esse composto possui atividade antimicrobiana, antiviral, anti-
inflamatdria, eliminacdo de radicais e antidiabéticos. Os novos compostos
foram isolados do fungo Trichoderma reesei derivado do tecido fresco interno
de uma esponja nao identificada, coletada na China. A analise quimica
demonstrou atividade citotdxica contra as linhas celulares A549, MCF-7 e HCT
116 com valores de ICso0 entre 5,1 e 13,7 um/mL.

Pesquisadores, (SHI et al., 2020), também utilizaram manipulacao
quimica epigenética para produzir terpenodides do fungo Trichoderma
harzianum derivado de um coral mole néo identificado, coletado do recife de
coral da llha Xisha no mar da China. Ao utilizar o inibidor de histona os
compostos originais diterpendides harziane foram transformados em
sesquiterpendides ciclonerano, produzindo trés novos compostos. Um
composto derivado de cleistantano diterpendide, o acido harziandlico; um
harziane diterpendide, o harzianona E e um sesquiterpeno cyclonerane, 3,7,11-
tri-hidroxi-cycloneran. Foram realizadas atividades antibacterianas contra S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa; e atividade antifungica contra C. albicans,

porém sem nenhuma atividade significativa.
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7. CONCLUSAO

As doencas infecciosas tém se tornado comum ao longo do tempo.
Literatura recente vem demonstrando o aumento dos casos, a gravidade e
complexidade das doencgas. Atualmente, o uso de medicamentos sintéticos é
utilizado nos tratamentos terapéuticos. No entanto, os efeitos colaterais sao
recorrentes e bastante prejudiciais ao ser humano, principalmente com o0 uso

prolongado e de doses elevadas.

A revisao sistematica no periodo de 2015-2020 demonstrou um aumento
na identificacdo de produtos naturais com acfes antimicrobianas, produzida
principalmente pelos fungos Aspergillus (38%) e Penicillium (19%), tendo como
principais estruturas os terpendides e policetideos. Como, por exemplo, a
mariniafunginas B (61) onde seu valor de ICso teve um valor significativo frente

aos agentes infecciosos.

Os experimentos apresentados nesta dissertacdo para investigar a
potencialidade biotecnolégica dos fungos marinhos revelaram a atividade
antifingica dos fungos filamentosos Aspergillus ruber e Aspergillus flavus. Os
fungos estavam associados a invertebrados marinhos, esponja Tedania ignis e
do coral Palythoa variabilis, presentes no litoral da costa do nordeste brasileiro,
contra micro-organismos patogénicos. Apresentaram atividade antifingica

contra C. albicans e Cryptococcus.

Os resultados possibilitam um aprofundamento nos estudos
farmacoldgicos das substancias com potencial ativo biolégico, ja que muitas
drogas comercializadas, como o fluconazol, vém apresentando ineficacia nos
tratamentos. Os resultados obtidos também permitem a continuidade e uma
excelente perspectiva da continuidade dos estudos, tanto pelas substancias
ativas encontradas, que poderdo futuramente ser isoladas e identificadas. E
analisar também as atividades quimicas e biolégicas dos extratos fracionados.
Dessa forma, é perceptivel a riqueza dos compostos bioativos provenientes de
fungos associados a invertebrados marinhos com capacidade antimicrobiana e

suas vantagens futuras para uso contra patogenias humanas.
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