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RESUMO

O niimero de casos de infec¢des causadas por microrganismos resistentes aos antibidticos
estd aumentando cada vez mais em todo o mundo, paralelamente ao baixo nimero de novas drogas
antimicrobianas que estdo sendo lancadas no mercado. Alguns microrganismos que apresentam
resisténcia aos antibidticos sdo Stapylococcus aureus, Enterococcus sp., Pseudomonas sp. e
bactérias produtoras de enzimas que degradam moléculas antimicrobianas. A busca de novas
alternativas se faz necesséria, porém dificuldades técnicas e bioldgicas aliadas do desinteresse no
investimento em pesquisas de longo prazo e alto custo com baixo retorno levam a desisténcia por

parte da industria na pesquisa de antimicrobianos.

Este trabalho teve como objetivo observar a acdo antimicrobiana de extratos de bactérias
provenientes de insetos considerados pragas agricolas sobre bactérias patogénicas para o homem,
com a identificacdo dos compostos ativos presentes nos extratos. Estes extratos foram testados em
microrganismos de espécies associadas a infeccdes hospitalares e que apresentam resisténcia a
antibidticos, como S. aureus, P. aeruginosa e E. faecalis. Os extratos foram produzidos através de
extracdo com solventes organicos, e sua efetividade foi avaliada através de técnicas como disco-
difusdo e microdiluicdo. A identificacdo de moléculas ativas foi realizada através de Cromatografia

em Camada Delgada e Cromatografia em Coluna, além de Espectrometria de Massas.

Dos extratos bacterianos avaliados, foi observada agdo inibitdria do extrato de Streptomyces
sp. contra diversas amostras de bactérias, em sua forma bruta e fracionada, na concentracio
inibitéria minima de 0,25pg/pl.. Os resultados da andlise por Espectrometria de Massas apontam a
possivel presenca de citrinina e fencomicina, com sugerida atividade antimicrobiana e antitumoral.
A andlise da literatura ndo apontou relatos da producio destas substincias por bactérias, o que traz

novas possibilidades para o estudo de moléculas bioativas produzidas por microrganismos.



ABSTRACT

The number of cases of nosocomial infections is rising worldwide, but the number of new
antimicrobial drugs is not following these statistics. Some antibiotic resistant micro-organisms are
Stapylococcus aureus, Enterococcus sp., Pseudomonas sp. and antimicrobial enzyme productor
bacteria The search for alternatives is urgent needed, but technical and biological difficulties
associated with the disinterest in long term and low return researches contribute to the decrease of

the discover of new antibiotics by the pharmaceutical industry.

The objective of this work have been the screening of insect-associated bacterial extracts
with inhibitory activity to pathogenic microrganisms, identifying the active compounds present in
these extracts. These extracts were tested in nosocomial infection associated bacterial species that
show antibiotic resistance, such as S. aureus, P. aeruginosa and E. faecalis. Extract production was
made using organic solvent molecular separation, and the effectiveness of these extracts was
evaluated by disk diffusion and micro dilution assays. The identification of bioactive molecules was

made using Thin Layer and Column Chromatography, and Mass Spectrometry.

Inhibitory action was observed in the extract of Streptomyces sp. against some of the strains
tested in its crude form as well as in the fractionated form, in the minimum inhibitory concentration
of 0,25pg/ul.. Mass Spectroscopy suggested the presence of molecules like citrinin and
phencomycin, with related antimicrobial and antitumoral activity. The literature analysis did not
showed data of production of these substances by bacterial strains, what brings alternatives for the

study of new active molecules.

xi



INTRODUCAO

1. Panorama da resisténcia antimicrobiana

A resisténcia a antibidticos sempre foi um problema enfrentado na sadde publica, causado,
na maioria das vezes, pelo excesso e mau uso dos antibidticos, além da capacidade adaptativa dos
microrganismos no sentido de desenvolver diferentes mecanismos de resisténcia sob pressdo
seletiva. Nos tltimos vinte anos, esta resisténcia tem se mostrado cada vez maior e de mais rdpida
ocorréncia, exigindo um grande esfor¢o conjunto de empresas farmacéuticas, laboratérios de
pesquisa e poder publico no delineamento de novas estratégias de controle e na busca de novos

antimicrobianos.

Quando a penicilina, um dos primeiros antibiéticos disponiveis, comegou a ser amplamente
utilizada nos anos 40, isolados de Staphylococcus aureus desenvolveram resisténcia ao
medicamento apds pouco tempo de introduc¢do do antibiético no mercado (MONROE e POLK,
2000). Ao final dos anos 50, 80% dos isolados de S. aureus ja haviam se tornado resistentes as
penicilinas naturais, a2 amoxicilina e a ampicilina (BAUER apud TAVARES, 2000). Grande parte
dessa resisténcia se desenvolveu devido ao amplo uso do medicamento, tanto no ambiente
hospitalar, em especial nos hospitais de campanha, quanto na comunidade. J4 nos anos 60 e 70, com
a disponibilidade de novas drogas e aumento do percentual de cura, as infec¢des graves foram

consideradas doencgas do passado (JANSEN ez al., 2006).

Atualmente, as doengas infecciosas voltaram a apresentar um findice de incidéncia
preocupante, e o aumento dos niveis de resisténcia aos antibiéticos disponiveis para uso faz com
que os indices de sucesso nos tratamentos sejam baixos em alguns casos. Os microrganismos que
apresentam grandes niveis de resisténcia aos antibidticos tradicionalmente utilizados para seu

tratamento sdo S. aureus meticilina resistente (MRSA), S. aureus resistente ou com resisténcia



intermedidria a vancomicina (VRSA e VISA, respectivamente), Enterococcus sp.vancomicina
resistente (VRE), Streptococcus pneumoniae multirresistente, Mycobacterium tuberculosis
multirresistente, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumanii intrinsecamente resistentes,
organismos da familia Enterobacteriaceae produtores de B-lactamase de espectro estendido (ESBL),
além de bactérias produtoras de enzimas carbapenemases (JANSEN et al, 2006; CUZON e

NORDMANN,2009).

As causas da selecdo de resisténcia a antimicrobianos em bactérias sio diversas e incluem
ndo sé as caracteristicas bioldgicas dos microrganismos, mas também causas sociais e econdmicas.
Os antibidticos sdo um dos medicamentos mais prescritos no mundo, sendo que em muitos casos
sua utilizagdo é desnecesséria. O uso irregular dos antibidticos pelos pacientes, associado a falta de
um diagnédstico profundo e detalhado dos agentes infecciosos por parte dos médicos tem um grande
peso nas modificacdes biolégicas para a aquisi¢do de resisténcia por parte dos microrganismos, no
aumento das dosagens prescritas, com riscos a saide dos pacientes devido a toxicidade dos
medicamentos. Além disto, vé-se também o aumento de custos para os hospitais publicos e
privados, que gastam em média de 30 a 50 por cento do or¢camento de medicamentos com os

antibiéticos (RUTTIMANN ez al.2004).

O desenvolvimento de alternativas também se torna dificultado pela falta de pesquisas por
parte dos setores especializados, ndo sé pela complexidade de ultrapassar as barreiras de regulacio
celular e da dificuldade técnica em se descobrir novos antibiéticos, mas pelo préprio desinteresse da
industria, que vé& nos antibidticos algo pouco lucrativo (LIVERMORE, D., 2012). O investimento
em pesquisas de longo prazo e alto custo, muitas vezes com baixo retorno, acaba por se tornar mais
um motivo da desisténcia da pesquisa no segmento de antimicrobianos (LIVERMORE, D. 2012).
Porém, iniciativas como o projeto 10x‘20, da Infectious Diseases Society of America (IDSA), que

propde um esfor¢co conjunto global para o desenvolvimento de pesquisas que levem a dez novos



antibiéticos até o ano de 2020 (IDSA, 2010), mostram o quanto é importante que os setores de
pesquisa invistam de forma incisiva nesta drea, pois o problema da resisténcia bacteriana tem

proporcdes globais, afetando um grande nimero de pessoas todos os anos.

Os fatores genéticos e ambientais, porém, sdo as causas de resisténcia mais estudadas e de
maior interesse cientifico, uma vez que sua compreensdo € essencial para o entendimento dos
mecanismos de resisténcia bacterianos e como evitar a sua selecdo, podendo servir como

ferramentas para quebrar a barreira das dificuldades de pesquisa.

A resisténcia pode ser desenvolvida para qualquer antibidtico, porém fatores como uma
rdpida evolugdo do genoma bacteriano sob pressdo seletiva do antibidtico e/ou ambiental podem
acelerar esse processo (KOLAR et al., 2001). Com uma pressdo seletiva constante, devido ao uso
prolongado dos antibidticos, hd um favorecimento das condi¢des para a selecdo de isolados
mutantes resistentes ao antibidtico em questdo. As condi¢des do ciclo de vida bacteriano —
geralmente curto e com a gerag@o de grande nimero de descendentes em pouco tempo - aumentam
ainda mais a resisténcia e a sobrevivéncia de mutantes em um meio contendo os antibidticos. Um
fator que se mostra muito importante para o surgimento da resisténcia é a presenca de elementos
genéticos moveis, como os plasmidios, que podem alojar genes que conferem resisténcia a drogas,
muitas vezes mais do que uma. A prdopria mutagdo e/ou recombina¢do de genes do genoma

bacteriano também podem culminar no processo de resisténcia.

2. Principais mecanismos de resisténcia aos antibiéticos

As bactérias desenvolveram ao longo do tempo diversos mecanismos de escape que as
permitem ser resistentes aos medicamentos utilizados no tratamento de infec¢des. Podemos ter dois
tipos de resisténcia: natural e adquirida, também conhecidas por ativa e passiva (WRIGHT, G.D.,

2005). A resisténcia ativa é, muitas vezes, decorrente de pressdo seletiva sobre o microrganismo,



como por exemplo, a presenga de agentes antimicrobianos, ou passiva, quando a resisténcia é
oriunda de um processo adaptativo que nfo necessita estar diretamente ligado a um antibiético

(WRIGHT, G.D., 2005).

Os mecanismos genéticos da resisténcia passiva ou adquirida sdo variados, como a
transferéncia de genes de resisténcia por meio de plasmideos, transposons, bacteriéfagos, entre
outros; pela mutagdo genética ou ainda por uma combinacdo destes mecanismos (RICE ez al.2006;
RAGHUNAT, D., 2008). As mutagdes espontdneas sdo geralmente raras, porém conferem
resisténcia aos antibiéticos associada a componentes estruturais celulares (RICE et al.,2006), ao
passo que a transferéncia horizontal de genes € bem mais frequente e preocupante, pois pode
envolver espécies diferentes e existem muito mais mecanismos possiveis (GIEDRAITIENE et al.,

2011).

As estratégias de resisténcia bacteriana estdo divididas em trés grandes grupos: efluxo do
agente antimicrobiano para o meio extracelular, modificacdes do sitio alvo do antibidtico e
biotransformagdes (WRIGHT, G.D., 2005; VAN HOEK et al, 2011; INGEN ez al,2012). E
importante frisar que todos estes mecanismos de resisténcia estdo atrelados a modificacdes
genéticas na da célula, independentemente da aquisi¢io de genes de resisténcia ou ndo. A seguir sdo
apresentados alguns mecanismos de resisténcia microbiana, com exemplos do emprego destes por

microrganismos presentes no ambiente hospitalar.

2.1 Bombas de efluxo

Os canais de efluxo sdo proteinas de membrana expressas em todo tipo de células vivas,
com funcdo de trocas moleculares normalmente mediados por ions ou ATP, e podem apresentar

fungdo protetora contra substancias nocivas a célula (VILA et al., 2007).



Os genes responsdveis por estes canais podem ser oriundos de plasmideos, genes
intrinsecos de resisténcia a condi¢des ambientais hostis ou mutagdes cuja superexpressdo acaba por
elevar os niveis de transportadores capazes de retirar moléculas de antimicrobianos do interior
celular, ou ainda modificar enzimaticamente as moléculas de antibidtico, de forma que estes percam
sua atividade (INGEN et al, 2012). Quando a molécula ¢é transportada através da membrana, para
que ela possa retornar é necessdrio enfrentar a baixa permeabilidade da mesma, fator que atua em
sinergismo com bombas de efluxo (VILA ez al., 2007).

Diversos microrganismos apresentam canais para a excrecdo de antibidticos e também de
outras substincias nocivas a célula, como brometo de etidio, solventes orgdnicos e compostos
quaterndrios de amonia, presentes em desinfetantes (ROJAS er al. apud MOREIRA et al., 2004;
LITTLEJOHN et al. apud MOREIRA et al., 2004). Os antimicrobianos mais comumente expelidos
pela membrana sdo as quinolonas, tetraciclinas e macrolideos, e isto se deve a uma queda da
especificidade normalmente encontrada nos canais, permitindo o reconhecimento de um maior
numero de moléculas (BARKER, K.F., 1999).

Diversas espécies bacterianas apresentam este mecanismo de resisténcia, como
Escherichia.coli, Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, entre
outras, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas (VILA et al, 2007, MAHAMOUD et

al.,2007).

2.2 Variagdes de permeabilidade da parede e/ou membrana bacteriana

A parede bacteriana é uma das primeiras barreiras para os medicamentos agirem na célula
microbiana. Muitas espécies sdo naturalmente resistentes, pois sua constitui¢do de parede acaba por

lhes fornecer uma protecdo contra a permeabilidade do agente antimicrobiano. As micobactérias,



por exemplo, apresentam uma parede celular naturalmente hidrofébica, o que dificulta a penetracdo

de agentes antimicrobianos na célula (LAMBERT, P.A., 2002).

Variacdes na expressio dos genes podem acarretar diminui¢do da concentracdo do
antibitico na célula através de mudancas na permeabilidade da membrana fosfolipidica ou pelo
aumento do efluxo do mesmo da célula bacteriana (KOLAR et al., 2001). A membrana bacteriana
pode ter sua sintese aumentada para se tornar mais espessa e consequentemente menos permeavel
aos antibidticos, ou ter sua hidrofobicidade aumentada, de forma que medicamentos com afinidade
aos lipideos ndo possam penetrar na célula (INGEN er al., 2012).

As porinas, proteinas com papel de controle nas trocas de substincias da célula com o
exterior, também apresentam uma funcfo chave na resisténcia. Por terem papel no transporte de
substancias e na comunicagdo celular, também se apresentam como bons sitios para ligacdo de
compostos antimicrobianos (VILLA et al., 2007). Guttman et al.(1984) j4 apontavam para o papel
destas proteinas como um fator de selecdo e consequentemente de resisténcia microbiana, em
especial das bactérias Gram-negativas. Alteracdes nas caracteristicas da parede, normalmente
causadas por mudangas no core gendmico como consequéncia do contato com o antibidtico

(INGEN et al., 2012), sdo muito comuns e levam 2 dificuldades no tratamento das infec¢des.

2.3 Biotransformagades

Diversos medicamentos podem ter sua atividade diminuida ou serem totalmente inibidos
pelo mecanismo de biotransformacio, principalmente pela agdo de enzimas, que ocorre no ambiente
intracelular. Drogas como penicilinas, quinolonas, aminoglicosideos, cloranfenicol e rifampicina
sdo alguns dos grupos com relatos de modificacdo estrutural realizada por microrganismos visando
sua inativacdo (INGEN et al., 2012). Muitas destas modifica¢des se ddo pela producio de enzimas
que levam a uma variacdo estrutural das moléculas antimicrobianas, através de processos como

acetilacdo, metilacdo, hidrdlise e transferéncia de grupos quimicos (INGEN et al., 2012; WRIGHT,



G.D., 2005), que acabam por tornar a molécula inativa pois esta perde a capacidade de ligacdo a

sitios ativos especificos.

Os genes de resisténcia aos -lactamatos (penicilinas, carbapenemos e cefamicinas), um dos
grupos de agentes antimicrobianos que podem sofrer bitransofrmacio, podem estar presentes em
diversos tipos bacterianos, como MRSA e bactérias Gram-negativas como Escherichia coli, Proteus
mirabilis, K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter e Stenotrophomonas (JANSEN
et al., 2006). Dentre esses genes, o mais encontrado nestes tipos bacterianos é o de B-lactamase de
espectro estendido (ESBL), derivado de lactamases de classe A. O gene produtor da enzima -
lactamase se encontra localizado em plasmidios, que podem ser transmitidos entre tipos bacterianos
diferentes, conferindo resisténcia a outras penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro

(PATERSON e BONOMO, 2005).

Um dos grupos de maior interesse dentro dos produtores de enzimas B-lactamases é S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA). Amostras MRSA comecaram a ser isoladas nos anos 60,
pouco depois da introdug¢do da meticilina como medicamento (SCHMITZ, 1997) e se tornaram um
sério problema, especialmente no meio hospitalar. Por ser uma bactéria causadora de infec¢des
cutdneas e de tecidos moles, é vista como oportunista (MOURA et al., 2010), porém esta bactéria
também € isolada em grupos de pessoas que ndo estejam passando por assisténcia hospitalar
(ELSON e BARLOW, 2009). O tratamento das infec¢des por MRSA ¢ feito através do uso de
glicopeptideos, em especial a vancomicina e a teicoplanina, porém estes compostos ji nio se
mostram mais tdo eficazes, com a emergéncia no fim dos anos 90 de cepas vancomicina

intermedidrias e resistentes (ditas VISA e VRSA, respectivamente) (HIRAMATSU et al., 1997).

Atualmente, medicamentos como linezolida, quinopristina, dalfopristina e daptomicina sio
as drogas de escolha para tratamento, sendo consideradas as mais eficazes contra MRSA e VRSA

(SCHIMIDT-TOMAS et al. apud JANSEN et al., 2006; WUNDERINK et al., 2012). Porém,



diversos trabalhos tem apontado casos de resisténcia a estes medicamentos em pacientes dentro do
ambiente hospitalar (GALES et al., 2006; MARTY er al., 2006; GARCIA et al. 2010; HILL et al.,

2010; WUNDERINK et al., 2012).

A enzima B-lactamase age hidrolizando o grupo oximino B-lactimico presente nos
antibidticos cuja ac@o se faz pela inibi¢do de familias de enzimas com fun¢do de sintese de parede
celular bacteriana (GUPTA et al., 2003). Na presenca do antibiético, o peptidoglicano ndo consegue
ser ancorado e formar o arcabouco necessério para a formacdo de uma parede celular concisa, e a
bactéria acaba por ficar mais permedvel, ocorrendo a lise celular. O gene responsavel pela producdo
de p-lactamases, encontrado na maioria das bactérias resistentes, ¢ o AmpC, um gene
cromossdmico, bem como sua forma plasmidial, o pAmpC. O gene € ativado como resposta a
exposi¢do do microrganismo a B-lactdmicos, produzindo a enzima que hidrolisa o antibiético
(SERAL et al., 2012). Acredita-se que o gene cromossdmico seja uma variagdo do gene produtor de
proteinas de ligacdo de penicilinas (PEP), que estd presente em diversas espécies bacterianas, e a
forma plasmidial tenha se originado desta modificacdo (SERAL et al., 2012). Os genes plasmidiais
sdo encontrados associados a outros elementos de resisténcia a antibidticos, como as quinolonas

(POIREL et al., 2005).

Bactérias produtoras de carbapenemases - enzimas que tem a propriedade de degradar
carbapenens (imipenen, ertapenem, meropenem, doripenem), antibiéticos utilizados no tratamento
de bactérias produtoras de f-lactamases, tiveram um aumento no nimero de identificacdes em casos
de infec¢cdes em humanos em todo o mundo (NORDMANN et al., 2009), em especial de Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemases, denominadas KPC. Estas bactérias, ao produzirem
mecanismos que impedem a acdo de antibidticos carbapenemos em suas células, ameacam a

efetividade do tratamento de infecg¢des hospitalares causadas por enterobactérias produtoras de B-



lactamases de espectro estendido (ESBL), visto que esta ¢ a classe de antibiéticos de escolha para o

tratamento de infec¢es causadas por este grupo de microrganismos (CUZON et al., 2009).

No inicio dos anos 2000, enterobactérias que produziam cabapenemases foram encontradas
nos Estados Unidos, e atualmente diversos locais como China, Israel, Grécia e vérios paises da
Europa Ocidental e América Latina ji notificaram a presenga destes isolados em hospitais
(NORDMANN et al., 2009; NORDMANN et al., 2011). Foram relatados também casos de infec¢do
por Serratia marcescens produtora de carbepenemase no Brasil (DEL PELOSO et al., 2010), além
de outros casos envolvendo Klebsiella pneumoniae (MONTEIRO et al., 2009; PAVEZ et al., 2009;
PEIRANO et al., 2009), Enterobacter cloacae (ZAVASCKI et al., 2009) e Escherichia coli (LEAO
et al., 2010). Por serem causadores de infeccdes hospitalares em pacientes debilitados
(NORDMANN et al., 2009) ou que se encontram em unidades de tratamento intensivo (CAI et al.,

2008), estes microrganismos se tornam um sério problema para a satide publica.

Além da produ¢do enzimética, outro fator que dificulta o combate a estes microrganismos é
sua alta capacidade de transferéncia e acumulacio de genes determinantes de resisténcia
(NORDMANN et al., 2009), como por exemplo os genes para a producdo de B-lactamases e de
outras enzimas que afetam a agfo dos antibidticos (CUZON et al., 2010). Essa transferéncia pode
permitir diversas combinagdes genéticas, tornando a bactéria portadora resistente a uma grande

gama de compostos, o que acaba por dificultar o diagndstico preciso e um tratamento rapido.

2.4 Modificagdo do sitio alvo

A modificacdo de sitio alvo é um mecanismo que consiste na perda de ligacdo do
antibidtico com o local de acdo. As interagdes nestes casos sdo muito especificas e qualquer

pequena alteracdo influencia na ligacdo do agente antimicrobiano com seu alvo. Algumas das
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modificacdes de sitio possiveis s@o: alteracdo na estrutura de peptidoglicanos, interferéncia na

sintese protéica e interferéncia na sintese de DNA (GIEDRAITIENE et al., 2011).

2.4.1 Alteragdo na estrutura de peptidoglicanos

As alteragdes na estrutura de peptidoglicanos, causadas por mutagdes em sitios de ligacdo
de antibidticos, como por exemplo sitios de ligacdo da penicilina (Penicilin Binding Proteins -
PBPs), levam a uma redugdo na afinidade de liga¢do de antibidticos que interferem na construgdo
da parede celular (DZIDIC et al.,2008). Em S. aureus MRSA, por exemplo, a resisténcia ao
antibiético meticilina/oxacilina ocorre com a integragdo de um elemento genético mével,
denominado Staphylococcal Cassete Chromossome mec (SCCmec), junto ao gene mecA, que
confere resisténcia a meticilina/oxacilina. Este complexo expressa uma proteina (MecA) que
apresenta baixa afinidade de ligacdo a B-lactamicos, pois hd modificacdo nos sitios de liga¢do ao
agente antimicrobiano (LENCASTRE et al., 2007). Observou-se a presenga de resisténcia cruzada a
outros antibiéticos, como estreptomicina, tetraciclina e eritromicina através deste mecanismo

.(GRUDMANN et al.,20006).

O género Enterococcus, que também possui uma grande importincia clinica, também
adquiriu resisténcia a uma larga gama de antibidticos muito rapidamente, como a vancomicina,
culminando no aparecimento de isolados ditos VRE (Vancomycin Resistant Enterococci). A
resisténcia a vancomicina ¢ dada pela presenga de um gene, denominado vanA, que leva a
modificacdo do sitio alvo de ligagdo do antibidtico (terminagdo D-Ala-D-Ala para D-Ala-D-
Lactado), diminuindo a afinidade de ligacdo a vancomicina, desencadeando a resisténcia

(COURVALIN, P., 2006).

Um dos poucos medicamentos ainda eficazes no tratamento de infec¢des causadas por

VREs € a daptomicina (PANKEY et al., 2005; SADER et al, 2011; TWILLA, J. et al., 2011), com
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estudos mais recentes apontando que pelo menos 99,5% de Enterococcus isolados de pacientes sao
suscetiveis ao medicamento (KAMBOI et al., 2011). Porém, ja foram relatados casos de resisténcia
a daptomicina, especialmente entre pacientes gravemente doentes (LONG et al., 2005; KANAFANI

et al. ,2007; MONTERO et al., 2008; STEED et al., 2011 ).

2.4.2 Interferéncia na transcri¢do ou na sintese protéica

Uma vasta gama de agentes antimicrobianos tem como mecanismo de ac@o a interferéncia
na transcricdo ou em estagios variados da sintese protéica. A acdo pode ser focada na transcrigdo,
com efeitos sobre a enzima RNA polimerase, ou na traducio, com acfo nas subunidades 30S e 50S
do ribossomo bacteriano, impedindo ou alterando a sintese proteica (TENOVER,.F.C., 2000). A
resisténcia a estes mecanismos é provocada geralmente por altera¢des na sintese das subunidades
ribossomais, como por exemplo mutagdes que levam a modificacdo da subunidade 23S rRNA,
constituinte da subunidade 50S (TENOVER, F.C., 2006). J4 no caso da transcricdo, um exemplo de
resisténcia é o apresentado pelo género Mycobacterium, através da mutacido de pares de bases no
gene que codifica a B-subunidade da enzima RNA polimerase (rpoB), o que leva a modificacdes na

estrutura desta e perda de sitio de acdo do antimicrobiano (SOMOSKOVI et al. 2001).

2.4.3 Interferéncia na sintese de DNA

Dois mecanismos sdo responsdveis pela resisténcia a antibiéticos que interferem na sintese
de DNA: um deles ¢ associado a enzima DNA girase e o segundo estd ligado a mutacdes no gene da
enzima topoisomerase IV (ANDERSON, K.L., 2005).

Em geral, a resisténcia a antibidticos do grupo das quinolonas € devido a mutagdes no gene
codificador da DNA girase, que tem papel importante na replicagio do DNA, auxiliando no
desenovelamento e diminuindo a tensdo de tor¢do e a compactacdo da dupla hélice do DNA

conforme esta é aberta (COLLIN, F. et al, 2011). A enzima age diminuindo o nimero de
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enovelamentos, através de clivagem e reposicionamento do DNA, em um mecanismo chamado de
“Two-gate model” (ROCA and WANG apud COLLIN ef al. , 2011). A mutacdo no gene leva a
perda dos sitios onde os antibiéticos se ligariam para inibir cataliticamente a agdo da DNA girase ou
para impedir a libera¢do da enzima, mantendo-a ligada ao DNA no momento da clivagem para
reposicionamento (COLLIN et al., 2011), levando a resisténcia ao medicamento.

Um exemplo de resisténcia ligada a sintese de DNA é a apresentada por Salmonella sp. as
quinolonas, através de mutagdes nos genes cromossomais parC e parE.Estes genes sdo
responsdveis pela producdo das subunidades da topoisomerase IV, um alvo secundério dos

antibiéticos utilizados no tratamento da salmonelose (SOUZA et al.,2010)

3. Alternativas para o combate aos microrganismos resistentes

Diante deste quadro de resisténcia generalizada a diversos compostos comumente utilizados
para o tratamento de infec¢des, novas alternativas devem ser procuradas para que se possa
minimizar o problema de forma eficaz. Uma delas é a pesquisa de novas drogas antimicrobianas
presentes em extratos bacterianos. Extratos bacterianos podem ser produzidos através do
crescimento de culturas puras de microrganismos em meios de cultura artificiais, seguido de
centrifugacdo e filtragdo da mistura obtida e da determinagdo da atividade antimicrobiana dos
compostos presentes (HERRANZ et al., 2006). Uma vez produzidos estes extratos, eles podem ser
adicionados a meios de cultura para testes de atividade antimicrobiana para que esta possa assim ser

determinada.

Diversos casos na literatura trazem o uso de microrganismos e de seus extratos nos mais
diferentes campos. Cazzola et al (2007) utilizaram um composto formado pela associagdo de oito
tipos diferentes de bactérias, chamado OM-85 BV, para a imunoestimulagdo e consequente
prevengdo do agravamento de casos de doenga pulmonar obstrutiva cronica. Sedelmeier e Bessler

(1994), além de Huber et al. (2000) utilizaram o extrato OM-89, preparado a partir de 18 cepas
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diferentes de Escherichia coli para a estimulagdo e ativacdo de leucdcitos e consequente producio
de anticorpos capazes de atuar contra compostos tipicos de paredes celulares bacterianas, ajudando
na prevengdo e no tratamento de infec¢des urindrias recorrentes, gracas a sua a¢do nio especifica de

ativacdo do sistema imune.

No campo da parasitologia, o uso de bactérias e suas substancias como forma de controle de
parasitas também € um segmento promissor. Pumpuni ez al. (1993) desenvolveram um estudo no
qual as bactérias presentes no tubo digestério do vetor de Plasmodium falciparum, o mosquito
Anopheles stephensi foram cultivadas, processadas e os extratos foram testados para verificar o
desenvolvimento de gametdcitos. Segundo os resultados obtidos, extratos de bactérias gram-
negativas inibiram completamente ou parcialmente o desenvolvimento de P. falciparum. Outros
estudos, como o realizado por Moraes et al.(2008), sugerem que a adi¢do de Serratia marcescens
em meio contendo Leishmania chagasi desencadeia a lise do parasita, através da formagdo de
estruturas que se assemelham aos biofilmes naturalmente produzidos pela bactéria para fixacdo no
substrato. J4 Azambuja et al. (2004) sugerem que a prodigiosina produzida por cepas de S.
marcescens presentes no trato digestério de vetores de Trypanosoma cruzi tem um papel importante

na acdo de lise do parasita protagonizada pela bactéria.

Pesquisadores como Dillon e Dillon (2004) e Azambuja (2005) ressaltaram em seus
trabalhos a importancia da relagdo simbidtica entre insetos e as bactérias presentes no tubo
digestério dos mesmos. Os trabalhos ainda indicam que hd uma modulacdo na transmissdo de
doengas por insetos vetores devido a substancias naturalmente produzidas pelos microrganismos
simbiontes para auxilid-los em processos de defesa ou de aproveitamento de nutrientes, porém estas
substancias podem ter um efeito adverso em outros organismos introduzidos no ambiente, levando a

uma diminui¢do populacional.
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Além das bactérias cuja producdo de compostos bioativos ¢ mais conhecida, como 0s
géneros Bacillus, Serratia e Pseudomonas, a importancia dos actinomicetos e mixobactérias tem
crescido nos dltimos dez anos como uma rica fonte produtora de compostos bioativos, com especial
énfase em seus metabdlitos secundarios (REICHENBACH, H., 2001). Diversas moléculas, que vdo
desde terpenos simples, passando por isoprendides, acidos carboxilicos e agticares modificados e
compostos lipofilicos, além de peptideos (GERTH et al, 2003), foram identificadas como
importantes agentes bioativos que ddo origem a diversos tipos de medicamentos. Com o isolamento
e identificacdo de novas espécies bacterianas do ambiente (GERTH et al, 2003), espera-se que o
nimero de compostos isolados destes microrganismos que tenham um papel importante no combate

as doencas acabe aumentando significativamente.

Diante destes fatos, é evidente que o uso de bactérias presentes na microbiota habitual de
seres vivos como controle ou auxiliares no tratamento de diversas doengas é um campo bastante
promissor e com resultados bastante satisfatrios, com um grande potencial de desenvolvimento.
Observa-se, portanto, que qualquer esforco feito no sentido de desenvolver estudos para
compreender a influéncia que estes microrganismos simbiontes podem ter em bactérias patogénicas
resistentes a antibidticos € de extrema importancia para a obtencdo de maiores informacgdes na
busca de alternativas de tratamento de diversas infeccdes que acometem os seres humanos, bem

como para ampliar nossos conhecimentos sobre as substancias produzidas por microrganismos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral observar a acdo antimicrobiana de extratos de
bactérias oriundas de diferentes insetos, considerados pragas agricolas, sobre bactérias patogénicas

para o homem, identificando os compostos ativos presentes nos extratos.

Objetivos especificos

1) Testar a efetividade dos extratos de diferentes bactérias associadas a insetos na
inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas para humanos, tais como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus sp. e Staphilococcus aureus, utilizando as técnicas de

disco-difusdo e microdiluicio;

2) Fracionar os extratos ativos por técnicas cromatograficas e propor através de

espectrometria de massas a identidade dos principais compostos com atividade antimicrobiana.



MATERIAL E METODOS

1. Microrganismos para analise

1.1. Selegdo de linhagens bacterianas e andlise de resisténcia

16

A escolha dos microrganismos para a realizacdo dos testes foi baseada na existéncia de

casos na literatura de infecgdes hospitalares ocasionadas pelas espécies presentes nos estoques do

préprio laboratério, tomando-se o cuidado de escolher, além de linhagens sem resisténcia, amostras

que apresentassem resisténcia a antibidticos. A Tabela I apresenta as cepas ¢ amostras escolhidas

para teste.

Tabela I: Amostras e Linhagens utilizadas nos testes antimicrobianos, local de origem e perfil de

resisténcia.
Bactéria Origem Resisténcia
S. aureus BEC 9393 Laboratério da Profa. Dra. Agnes Marie Sa Figueiredo (Instituto de Meticilina
Microbiologia — UFRIJ, RJ)
S. aureus N315 Laboratério do Dr. Keiichi Hiramatsu, (Departamento de Meticilina
Bacteriologia — Universidade de Juntendo — Japao)
S. aureus Rib1 Laboratério do Prof. Dr.-Wanderley Dias da Silveira (IB — Meticilina
Unicamp)
S. aureus ATCC 25923 Linhagem padrdo — FIOCRUZ
S. aureus ATCC 29213 Linhagem padrdo — FIOCRUZ
E. faecalis 6778 Laboratério da Profa. Dra. Ana Licia da Costa Darini (FCFRP — Vancomicina
USP)
E. faecalis 1614 Laboratério da Profa. Dra. Ana Liicia da Costa Darini (FCFRP — Vancomicina
USP)
E. faecalis ATCC 29212 Linhagem padrio - FIOCRUZ
E. faecalis ATCC 51299 Linhagem padrao - FIOCRUZ Vancomicina
E.coli ATCC 25922 Linhagem padrdo - FIOCRUZ
E. coli ATCC 35218 Linhagem padrio - FIOCRUZ Betalactamicos
K. pneumoniae ATCC 13883 Linhagem padrdo - FIOCRUZ Ampicilina
K. pneumoniae ATCC 700603 Linhagem padrdo - FIOCRUZ Betalactdmicos,
aminoglicosideos

P. aeruginosa ATCC 27853
E. faecium ATCC 6569

Linhagem padrdo - FIOCRUZ
Linhagem padrdo - FIOCRUZ
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Para a determinacdo da manuten¢do ou perda de resisténcia aos agentes antimicrobianos
comerciais, utilizou-se o teste de disco-difusdo ou método de Kirby-Bauer (BAUER et
al.1959;AMBAYE, 1997). A técnica tem como objetivo a avaliagio da atividade antimicrobiana de
um composto a partir da formagdo de uma zona de inibi¢do de crescimento bacteriano em volta do

local de aplicag¢@o de um disco contendo o agente inibidor.

As cepas/amostras de teste foram cultivadas em tubos tipo falcon contendo de 5 a 6 mL de
meio liquido, como BHI (Acumedia Products — Neogen, USA) ou caldo Miieller Hinton (Difco
Laboratories Incorporated, USA), por 24 horas em estufa microbioldgica a temperatura de 37°C.
Posteriormente, este cultivo foi semeado em placas de Petri contendo dgar Miieller Hinton (Difco
Laboratories Incorporated, USA), para a obtenc¢@o de coldnias isoladas. Os demais passos foram
realizados conforme item 3.1. Além dos antibidticos cuja resisténcia havia sido relatada na
literatura, foram testados outros a titulo de comparagdo e identificacdo de possiveis novas
resisténcias. Foram utilizados os seguintes discos de antibidticos nas seguintes concentracdes:
vancomicina 30pg (BioRad, USA), ampicilina 10 pg (BioRad, USA), cloranfenicol 30pg (BioRad,
USA), penicilina 6pg (BioRad, USA) e oxacilina 5Spg (BioRad, USA). O didmetro dos halos foi

comparado a valores padrdo para a determinac@o do fenétipo de resisténcia/suscetibilidade.

1.2 Teste de susceptibilidade ao metanol

Todas as bactérias foram testadas com relag@o a tolerncia ao crescimento em metanol, pois
0s extratos a serem testados estavam em solugdes metandlicas, descartando-se assim interferéncias
do diluente. O teste realizado foi o método de Kirby-Bauer, de forma semelhante a descrita para o
teste de susceptibilidade a agentes antimicrobianos na se¢do 1.1. A tnica diferenca foi que ao invés
do uso de discos contendo antibidtico, foram aplicados discos comerciais sem antimicrobianos, mas

embebidos em 10 plL de metanol P.A.. Além do uso dos discos, foi realizada uma varia¢do do teste



18

de disco-difusdo, com o gotejamento direto de 10 pl. de metanol na placa previamente semeada

com as bactérias.

2. Producio de extratos
2.1 Escolha das cepas bacterianas associadas a insetos

Estes experimentos foram todos realizados em colabora¢do com o Prof. Dr. Fernando Luis
Consoli (ESALQ-USP) e sua equipe, utilizando-se a infraestrutura dos laboratérios na ESALQ. As
cepas utilizadas para a producdo de extratos sdo bactérias isoladas de diversas partes do corpo de
insetos conhecidos por serem pragas da lavoura. Essas amostras pertencem a colecio de culturas do
Laboratério do Prof. Dr. Fernando Luis Consoli e foram isoladas e identificadas previamente, por
sequenciamento do gene 16S rDNA (ZUCCHI et al., 2011). A Tabela Il mostra as cepas utilizadas
e sua origem.

Tabela II: Cepas utilizadas para a producio de extratos, inseto de origem e parte do corpo de onde

foram extraidas

Cepa Inseto Local de obtengdo

Serratia nematodiphilia Armitermes euamignathus (cupim) Sistema digestério
Bacillus simplex Armitermes euamignathus (cupim) Sistema digestério
Bacillus subtilis Armitermes euamignathus (cupim) Sistema digestério
Stenotrophomonas maltophila Euschistus heros (percevejo marrom da soja) Sistema digestério
Micromonospora endolithica Armitermes euamignathus (cupim) Sistema digestério
Chryseobacterium indologenes Armitermes euamignathus (cupim) Sistema digestério
Acinetobacter junii Armitermes euamignathus (cupim) Sistema digestério

Pseudomonas aeruginosa Armitermes euamignathus (cupim) Sistema digestério
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Microbacterium indicum Armitermes euamignathus (cupim) Sistema digestério

Acromyrmex subterraneus brunneus (formiga Tegumento

Streptomyces sp. cortadeira)

Arthrobacter nicotinivorans Spodoptera frugiperda (lagarta do cartucho) Sistema digestério

2.2 Preparagdo dos extratos orgdnicos

Os estoques bacterianos foram semeados em placas de Petri contendo meio ISP-2 (extrato
de levedura 0,4%, extrato de malte 1%, glicose 0,4%, agar 1,6%), e apds o crescimento de colonias,
algumas foram inoculadas em 1000mL de caldo ISP-2. As bactérias foram cultivadas em incubador

sob agitag@o por 24 horas, e no caso de amostras de actinobactérias, por 7 dias.

Ap6s o periodo de cultivo, o fermentado foi aliquotado em tubos de centrifuga com
capacidade para 50 mL e as culturas submetidas a centrifugag¢do a 10.000 rpm e 4°C por 10 minutos
(Centrifuga Hettich Rotina 38R, rotor com 119mm de raio). O sobrenadante foi coletado e
acidificado com solucdo de 4cido cloridrico 2% até alcancar pH 2,5. Depois de ajustado o pH das

preparacdes, estas foram submetidas a filtragdo a vacuo para a retirada de residuos celulares.

O sobrenadante proveniente da filtragdo foi colocado em um funil de separac@o e misturado
com acetato de etila P.A. na propor¢do de 50 mL de solvente para cada 100 mL de amostra. Agitou-
se bem para a separacdo dos compostos presentes na amostra, com a formacdo de duas fases
distintas, uma leitosa e outra transparente. A fase leitosa e rica em dgua foi separada, com a coleta
da fase organica, transparente, em um frasco a parte. A fase leitosa foi submetida ao mesmo

processo de extragdo com acetato de etila por mais duas vezes para garantir uma melhor extragio da

fase organica.
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A fase organica foi tratada com sulfato de s6dio anidro P.A. em quantidade suficiente para a
retirada de dgua da amostra (aproximadamente 50-80 g), e esta foi entdo filtrada em filtros de papel
para a retirada dos cristais de sulfato de sédio. A amostra foi entdo colocada em um baldo de fundo
chato de 500mL para a retirada do solvente em evaporador rotativo (Tecnal Artigos para
Laboratério, Brasil) em banho-maria a 45°C. Apds a completa evaporagio do acetato de etila, foram
adicionados 5 mL de metanol P.A. no baldo para a solubilizacdo da amostra. O material foi entdo
colocado em frascos de vidro previamente identificados e pesados e o processo de lavagem do baldo
com metanol foi repetido. Os frascos contendo as amostras foram colocados em capela por cerca de
16 horas para a evaporagio do metanol, e apds a completa secagem, os frascos foram pesados
novamente para a determina¢do da quantidade final de extrato. Os extratos secos foram diluidos em
metanol P.A., de forma que a concentrac@o final fosse de Sug/ul. Algumas etapas de preparacdo

dos extratos estdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1: Preparacio dos extratos. A) funil de separacio contendo acetato de etila e fermentado bacteriano;
B) Separacido das fases em fase organica (transparente) e aquosa (amarelo leitoso); C) Fase aquosa contendo

residuos celulares e meio de cultura.

2.3 Preparacao das fases proteicas (aquosas)

Para a preparagdo das fracdes ricas em peptideos a serem testadas, a fase aquosa residual do
processo de extracdo organica foi precipitada com acetona P.A., na propor¢ido 20% / 80%. A média

de volume de fase aquosa processada foi de 500mL. Apds a precipitagdo, o material foi
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centrifugado (Centrifuga Hettich Rotina 38R, rotor com 119mm de raio) a 10.000 rpm e 4°C por 10
minutos, e o sedimento foi pesado e ressuspenso em tampao fosfato (S0mM pH7), de forma que a
concentracdo final ficasse concentrada 100 vezes. As amostras tiveram sua quantidade de proteina

determinada via teste de Bradford (BRADFORD, 1976).

3. Testes de susceptibilidade

3.1 Testes de disco-difusdo

Para uma avaliagfo inicial da atividade antimicrobiana dos extratos, foi utilizado o teste de
disco-difusdo. A técnica tem como objetivo a avaliagdo da atividade antimicrobiana de um
composto a partir da formagdo de uma zona de inibi¢do de crescimento bacteriano em volta do local

de aplicacdo do agente inibidor.

As amostras e linhagens indicadoras (Tabela I) foram cultivadas em tubos de propileno (15
mL) contendo de 5 a 6 mL. de meio liquido nutritivo, como BHI ou caldo Miieller Hinton. O meio
BHI foi utilizado para favorecer o cultivo de bactérias que apresentavam dificuldades de
crescimento em Miieller Hinton. As amostras foram cultivadas por 24 horas em estufa de
crescimento a temperatura de 37°C. Posteriormente, este cultivo foi semeado em placas de Petri
contendo dgar Miieller Hinton para a obtencdo de coldnias isoladas. O indculo bacteriano a ser
utilizado no experimento foi preparado seguindo as normas padrio para testes de disco-difusdo da
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, documento M7-A6, 2003). De acordo com estas
normas, o indculo deve ser preparado retirando-se entre cinco e seis colonias bacterianas da placa
de cultivo e diluindo-as em solug@o salina 0,9%, e a turbidez desta solu¢@o deve ser ajustada tendo-
se como base a solucgdo 0,5 da escala de MacFarland. A absorbancia do inéculo também foi medida
em espectrofotometro a fim de uniformizar os dados, buscando-se equivaléncia a escala de
MacFarland. Com base em varias analises, os valores de densidade 6tica (DO) considerados foram

de uma absorbancia entre 0,07 e 0,1 (A600 nm), que equivalem a aproximadamente 1 a 2x10%
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UFC/mL. Paralelamente a isto, 10 pl. dos extratos bacterianos ja preparados e com concentracdo
padronizada foram aplicados em discos de papel de filtro comerciais, utilizados em testes de
susceptibilidade a drogas e deixados secar por completo em temperatura ambiente para sua

posterior aplicac@o nas placas de teste.

O iné6culo foi aplicado em placas contendo dgar Miieller Hinton com o auxilio de um swab,
de maneira que o meio ficasse com uma camada bacteriana homogénea. Esperou-se alguns minutos
para a absorcdo da solugdo, e em seguida os discos contendo os extratos ja devidamente secos
foram aplicados, respeitando-se a quantidade de 6 discos por placa para ndo haver prejuizo na
leitura dos resultados. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 18 a 24 horas e os
resultados foram analisados com o auxilio de uma régua para a realizagdo das medidas dos halos de

inibi¢do, quando presentes.

3.2 Testes de microdilui¢do

O teste de microdilui¢do também foi utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana dos
extratos. Para a realizacdo deste teste, as linhagens e amostras indicadoras (Tabela I) foram
cultivadas conforme procedimento descrito para os testes de disco-difusdo, com a diferenca que 10
uL do indéculo bacteriano final foram diluidos em 990 uL. de caldo Miieller Hinton, sendo que a
quantidade de bactéria presente neste volume fosse de aproximadamente 5x10* UFC. Os indculos
foram aplicados em microplacas contendo dilui¢cdes seriadas de cada extrato em 50uL de caldo
Miieller Hinton. A concentragdo inicial do extrato ficou em 0,5 pg/uL e a final em 0,0625 pg/uL.
Em todos os testes, foram incluidos controles de esterilidade do meio de cultura e controles de
crescimento microbiano na presenca e auséncia de metanol. O material foi cultivado em estufa a

37°C por 18 a 24 horas, e procedeu-se a leitura das placas visualmente ou em leitor de microplacas
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(A 600nm), quando necessdrio. Através deste teste procurou-se estabelecer o MIC (Minimal

Inhibitory Concentration) dos extratos.

4. Analise, fracionamento dos extratos, identificacio e provavel elucidacio dos compostos
bioativos

4.1 Cromatografia em Camada Delgada - CCD

A cromatografia em camada delgada foi realizada com a aplica¢do de 10 uL. dos extratos
brutos e diluidos 100 vezes em placas laminadas contendo silica gel (Alugram Xtra SIL G UV254,
Macherey-Nagel, Germany) e mergulhadas em eluente para a separacdo baseada na polaridade dos
compostos presentes na amostra. Neste trabalho, o eluente escolhido foi uma mistura de acetato de
etila e metanol, utilizados nas propor¢des de 50% / 50% e 60% / 40%. As placas depois de secas
foram observadas em cimara escura sob luz ultravioleta (A 254 e 366nm), e as dreas com compostos

visualizados foram marcadas a l4pis.

4.1.2 Bioautografia dos extratos

Os extratos foram testados pela técnica de bioautografia, de forma a avaliar a acdo de
moléculas ativas nos extratos em Cromatografia em Camada Delgada. Foi realizada a cromatografia
dos extratos (conforme item 4.1) e ap6s o fim da corrida as placas cromatogrificas foram
posicionadas no fundo de placas de Petri. Sobre este sistema foi adicionado meio de cultura dgar
Miieller Hinton contendo inéculo bacteriano padronizado na quantidade 1 a 2x10° UFC/mL, e o
meio foi deixado solidificar em temperatura ambiente, sendo incubado em seguida em estufa a 37°C

por 18-24 horas. Foi observado se ocorreu a inibicdo do crescimento bacteriano em regides
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especificas da placa de cromatografia, o que forneceria indicios da presenca de moléculas com ac¢do

antibacteriana no extrato em questao.

4.3 Fracionamentodos extratos por Cromatografia em Camada Delgada - CCD

Os extratos que apresentaram resultados de inibi¢do nos testes de sensibilidade foram
fracionados por diversas técnicas, sendo a primeira delas a extracdo direta através das placas de
cromatografia delgada. Quantidades entre 300-400ul dos extratos foram aplicados na placa de
Cromatografia em Camada Delgada. Procedeu-se a eluicdo da amostra da mesma forma utilizada
para a visualiza¢do dos compostos presentes nos extratos. As placas foram observadas e as regides
de fracionamento foram determinadas de acordo com os spots presentes. A silica foi raspada e
lavada com o eluente de corrida para a retirada dos compostos retidos. A fragdo foi filtrada com 1
de vidro para a retencdo de particulas de silica e foi posteriormente mantida por 7 dias em capela
para evaporacdo do solvente. Apds a evaporagdo, o contetido do frasco foi ressuspenso em metanol

no volume equivalente ao inicial (extrato aplicado).

4.4 Fracionamento em coluna cromatogrdfica

Os extratos com acdo inibitéria foram fracionados e pré-purificados em colunas
cromatograficas empacotadas com resina Sephadex G-15 (Sigma-Aldrich, USA) com 10 cm de
altura. Foram fracionados 3mL de extrato bruto, utilizando-se como solvente o ispropanol, e as

fracdes foram recolhidas manualmente de acordo com o volume, fixado em 3,3 mlL..

4.5 Espectrometria de massas

Os extratos brutos com agfo inibitéria ¢ suas fra¢cdes foram analisados para identificagdo
dos compostos em espectrometro de massas (Applied Biosystem Veriti, Invitrogen, USA), em

colaboragdo com o Prof. Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes e sua equipe, da Faculdade de
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Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP) - USP. Esta etapa do trabalho foi realizada

utilizando a infraestrutura do laboratdrio do Prof. Beraldo de Moraes.

Os extratos e as fracdes foram diluidos em acetonitrila para a obtencdo de sinais ndo
saturados pelo aparelho, e a coleta de dados foi realizada nos modos FullScan positivo e negativo,
de onde se obtiveram os sinais completos do perfil das amostras, e no modo em fandem (MS/MS),
com a fragmentacdo dos sinais inteiros para uma andlise mais refinada dos picos obtidos. Os dados
obtidos foram comparados com o Dictionary of Organic Compounds para a provavel identificacdo

das substancias.

5. Teste de susceptibilidade a citrinina comercial

Os microrganismos que apresentaram inibicdo de crescimento com o extrato de
Streptomyces sp. foram submetidos a testes com o uso de citrinina comercial (Sigma Aldrich, USA)
a fim de comparar os resultados obtidos nos testes de susceptibilidade com o uso do extrato e
também as evidéncias moleculares provenientes da elucidagdo estrutural. Também foi escolhido um
microrganismo, K. pneumoniae ATCC13883, que ndo teve o crescimento inibido pelo extrato,

como controle do teste.
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RESULTADOS

1. Triagem de extratos com acio antimicrobiana

1.1 Perfil de sensibilidade das cepas padrdo e de interesse clinico ao metanol e aos antibidticos
usuais

Todos os microrganismos escolhidos para teste foram avaliados quanto a susceptibilidade
ao metanol utilizado como diluente das fracdes organicas. Além disso, o perfil de resisténcia a

antimicrobianos foi conferido em todos esses microrganismos.

O teste utilizado foi o método de Kirby-Bauer (BAUER et. al., 1959; AMBAYE et al.,
1997), com os seguintes discos de antibidticos nas seguintes concentragdes: vancomicina 30ug,
ampicilina 10 pg, cloranfenicol 30ug, penicilina 6pg e oxacilina Sug. A interpreta¢do dos resultados
para os antibidticos foi feita com o uso de tabelas-padrdo presentes nas normas do CLSI. A Tabela
IIT demonstra a situacido do microrganismo frente ao antibiético, em comparagdo com os valores de
resisténcia a um agente antimicrobiano, de acordo com as normas do CLSI. A Figura 2 ilustra

alguns resultados para este teste, selecionados como representativos.

Tabela I1I: Resultados da avaliacio do perfil de resisténcia aos antibiéticos por disco-difusio

Microrganismo Resisténcia Didametro do halo Desvio padrao Valor CLSI (mm) Situagdo

(média, mm)

S. aureus BEC9393 Meticilina 0 0,00 0-10 Resistente

S. aureus Rib1 Meticilina 10 0,57 0-10 Resistente

S. aureus N315 Meticilina 0 0,00 0-10 Resistente
K.pneumoniae ATCC13883 Ampicilina 0 0,00 0 Resistente (intrinseco)

E. coli ATCC35218 Beta-lactimicos 12 0,57 0-16 Resistente

E. faecalis 6778 Vancomicina 9 0,57 0-14 Resistente

E. faecalis 1614 Vancomicina 11 1,00 0-14 Resistente

E.faecalis ATCC51299 Vancomicina 0 0,00 0-14 Resistente
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Figura 2: Resultados de teste de sensibilidade a antibidticos. A: Klebsiella pneumoniae ATCC13883. Em

N

destaque, resisténcia a ampicilina. B: Enterococcus faecalis ATCC51299, resistente a vancomicina. Em
destaque, resisténcia a vancomicina. C: Staphylococcus aureus BEC9393, resistente & oxacilina. D:

Staphylococcus aureus N315, resistente a oxacilina

Os testes utilizando metanol P.A. foram realizados de forma a excluir a possibilidade de
interferéncia do reagente nos testes de disco-difusdo e microdilui¢io, levando a falsos positivos. Em
um dos testes os discos eram embebidos em metanol e colocados ainda imidos sobre a placa, e em
outro o metanol foi aplicado diretamente sobre a placa semeada. Nao houve inibi¢do do crescimento
bacteriano, e no caso do gotejamento direto do dlcool, o que se verificou foi o espalhamento do

inéculo (Figura 3).
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Figura 3: Teste de susceptibilidade ao metanol em cepas/amostras indicadoras. A: E. faecalis 6778. B: S.

aureus BEC9393. C: E. coli ATCC25922. D: E. faecalis ATCC29212. E: S. aureus N315.
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2. Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos orginicos brutos e material proteico
bruto

2.1 Avaliagdo por disco-difusdo dos extratos orgdnicos brutos

Todos os extratos brutos produzidos foram avaliados quanto sua atividade antimicrobiana
através da técnica de Kirby-Bauer (BAUER e al.,1959; AMBAYE et. al, 1997). Os discos
preparados e secos com 0s extratos, na concentracdo de 50ug, foram aplicados nas placas semeadas
com as bactérias representantes de espécies bacterianas causadoras de infec¢do hospitalar e na
comunidade em seres humanos. A avaliacdo dos extratos consistiu na presenca ou auséncia de halo

representando a inibi¢do do crescimento.

Neste teste somente os extratos de Arthrobacter nicotinivorans apresentaram inibi¢do do
crescimento para E. faecalis ATCC29212, E. faecalis 1614 ¢ sobre S. aureus ATCC29213 (Tabela

v).

Tabela IV: Resultados de testes de disco-difusao dos extratos brutos de A. nicotinivorans contra E.

faecalis e S. aureus.

Extrato Cepa inibida Didametro do halo de inibicdo  Desvio padrao

(média, em mm).

A. nicotinivorans  E. faecalis ATCC29212 10 0,57

A. nicotinivorans E. faecalis 1614 12 1,52

A. nicotinivorans S. aureus ATCC29213 4 1,15
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2.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana por microdiluicdo dos extratos orgdnicos brutos

Todos os extratos brutos foram testados através da técnica de microdiluicdo
(MARYMONT, J.H. e WENTZ, R.M., 1966), com o uso de microplacas esterilizadas de fundo
chato com 96 wells. Todos os extratos produzidos a partir dos microrganismos apresentados na
Tabela II foram testados para avaliagdo de seu poder de inibi¢do do crescimento bacteriano dos

microrganismos apresentados na Tabela I.

Foi realizada a diluicdo seriada de 1/10 de cada um dos extratos metandlicos na
concentracdo 5 pg/ul em caldo Miieller Hinton. O volume final dos pogos ficou em 100 pL (10 pL
de extrato, 40 pL. de caldo Miieller Hinton e 50 puL. de inoculo bacteriano em caldo Miieller Hinton,
com 5x10* UFC/ pL). Tomou-se o cuidado de realizar o controle de inoculo bacteriano sem e com a
presenca de 10 pl. de metanol, a mesma quantidade de extrato utilizada nos testes, para que fosse
descartada qualquer possibilidade de interferéncia no crescimento. As placas foram cultivadas em
estufas a 37°C por 18-24 horas, e apds este periodo, os resultados foram observados com o uso de
fundo escuro para a determinag¢@o do crescimento microbiano, o que permitiu que fosse dispensada
a leitura em leitor de microplacas, uma vez que a visibilidade dos resultados acabou se mostrando

adequada.

O extrato de Streptomyces sp. inibiu o crescimento de todas as cepas testadas de S. aureus,
de E. faecalis ATCC 29212 e P. aeruginosa ATCC 27853 na dilui¢do inicial (concentragdo 0,5
pg/ul), ndo apresentando atividade inibitéria em nenhuma das outras dilui¢des. A Figura 4 mostra

a atividade inibitéria do extrato para dois dos microrganismos testados.
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Figura 4: Teste de microdilui¢do dos extratos brutos. A: P. aeruginosa ATCC27853. B: S. aureus Ribl.
Destaque para o poco 5A, mostrando inibi¢do do crescimento microbiano na coluna que representa o extrato
de Streptomyces sp. Colunas 1 a 3: controles do meio de cultura, do crescimento do inoculo puro e em
presenca de metanol. Colunas 4 a 10: dilui¢do seriada dos diferentes estratos bacterianos testados. 11 e 12:

controles do meio de cultura.

Com base nesses dados, resolveu-se ampliar a faixa de concentrag¢des iniciais de extrato
testadas para verificar se haveria alguma diferenca nos resultados de inibicdo. Desta forma,

testaram-se os extratos através da técnica de microdiluicdo, em concentra¢des de 3ug/ul., 2ug/uL,
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lug/uL, 0,5ug/uL, 0,25ug/ul, 0,125pug/ul. e 0,0625ug/ul.. Os valores da menor concentragdo
inibitdria apresentados nos testes estdo expressos na Tabela V.

Tabela V: Resultados de MIC (Minimum Inhibitory Concentration) dos extratos bacterianos para

diferentes bactérias patogénicas em concentracdes iniciais diferenciadas.

Extrato Concentragdo extrato (ug/uL)/ Bactéria Inibida
3 0,5 0,25
Arthrobacter E. faecalis 6778
nicotinivorans
Streptomyces sp. S. aureus Ribl, E. faecalis ATCC 29212 ¢ S. aureus BEC 9393, S. aureus
P. aeruginosa ATCC 27853 N315e S. aureus ATCC 25923
Microbacterium P.aeruginosa ATCC 27853
indicum

2.3 Avaliagdo do material protéico bruto

A fragdo peptidica bruta oriunda do processo de produgdo de extratos bacterianos também
foi avaliada quanto ao seu potencial inibitdrio, mas ndo foram observadas atividades inibitdrias de

crescimento.

As fracdes proteicas de cada microrganismo foram testadas em placas de dgar Miieller
Hinton, porém sem o uso de discos de papel filtro para evitar interferéncias na difusdo dos
peptideos pelo Agar, sendo aplicados diretamente sobre a placa semeada. Foram utilizadas 3
microrganismos como indicadores, escolhidos de acordo com as caracteristicas estruturais da parede
(Gram-positivo ou Gram-negativo). Foram escolhidas para a realizagio do teste E. faecalis 1614, E.
coli ATCC 25922 e S. aureus N315. As concentragdes dos extratos ficaram entre 0,005 e 0,1

ug/mL, conforme quantificagdo proteica realizada via teste de Bradford (BRADFORD, 1976).
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As amostras ndo apresentaram resultados inibitérios, porém o extrato protéico de Serratia
nematodiphila apresentou o crescimento de uma bactéria, ¢ a formacdo de um grande halo de
inibicdo em torno desta coldnia. Este material foi coletado, o DNA bacteriano extraido e submetido
a amplificacdo de sequéncias 16S rDNA e sequenciamento e identificacdo, realizada pela equipe do
Prof. Dr. Fernando Luis Consoli, da ESALQ. Os resultados sugerem que esta bactéria pertence ao
género Enterococcus. O extrato proteico de Serratia nematodiphila foi filtrado em filtros de

membrana 0,22um, mas ndo apresentou atividade na repeti¢ao dos testes.

Foram realizados testes de microdiluicdo de forma semelhante aquela empregada nos testes
de extratos orginicos brutos e nido foram observadas inibi¢do do crescimento bacteriano para

nenhuma das amostras testadas.

3. Analise dos extratos brutos

3.1 Andlise de compostos por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Todos os extratos orginicos que estavam sendo testados foram aplicados em placas de
cromatografia de camada delgada (referéncia), para tracar um perfil das amostras, auxiliando a
identificacfo e separacdo de compostos presentes nas mesmas. A fase mével escolhida foi uma
mistura de acetato de etila e metanol, os solventes que ja estavam sendo utilizados para a dilui¢do e
extracdo das moléculas, em trés proporc¢des diferentes (60/40, 70/30 e 30/70 v/v), para a avaliagdo
de possiveis diferencas nas dilui¢des. Apds o tempo de corrida, que variou entre 1 a 3 horas, as
placas foram observadas em luz UV. Todas as amostras apresentaram compostos visiveis sob luz
UV, ndo mostrando diferencas devido a polaridades diferentes da fase mével. As regides

fluorescentes foram marcadas para serem recuperadas.
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3.2 Bioautografia dos extratos brutos

Foi realizada a bioautografia dos extratos brutos como forma de identificacdo de fragdes
com atividade antimicrobiana. Os extratos foram aplicados cromatoplacas, e ap6s a eluicdo, as
placas foram colocadas em placas de Petri e cobertas com meio dgar Miieller Hinton acrescido dos
inéculos bacterianos. Ap6s a solidificagdo, o material foi incubado em estufa a 37°C por 18-24

horas. Ndo houve a inibi¢do do crescimento bacteriano neste teste.

3.3 Fracionamento dos extratos por Cromatografia em Camada Delgada

Os extratos escolhidos para a realizacdo de fracionamento foram os extratos de
Streptomyces sp. e Arthrobacter nicotinivorans, devido ao bom desempenho apresentado nos testes

de inibicd@o de crescimento microbiano.

Cerca de 300 a 400 uLL de cada extrato foram eluidos com o uso de fase mével composta
por acetato de etila e metanol (60/40 v/v). A extragdo foi realizada conforme descrito em material e
métodos. Foram obtidas 8 fracdes para o extrato de Streptomyces sp. e 6 fracdes para Arthrobacter
nicotinivorans, que foram testadas quanto a atividade antimicrobiana através de disco-difusdo. As
fragdes do extrato de Strpromyces sp. exibiram atividade inibitéria frente E. faecalis ATCC29212,
S. aureus BEC9393 e S. aureus ATCC25923. O extrato de Arthrobacter nicotinivorans nao
apresentou atividade contra nenhum dos microrganismos testados. Os resultados estdo apresentados

na Tabela VI.
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Tabela VI: Diametros dos halos de inibicdo das fracoes do extrato de Streptomyces sp. obtidas por

Cromatografia em Camada Delgada

Fragées do Extrato Halos (mm)

E. faecalis ATCC 29212 S. aureus BEC 9393  S. aureus ATCC 25923

Fracdo 1 12 16 12
Fragdo 2 13 - -
Fracdo 3 13 14 _
Fragdo 4 15 - 16
Fracdo 5 11 14 15
Fragdo 6 10 12 18
Fracao 7 - 15 17
Fracido 8 - - -

3.4 Fracionamento dos extratos brutos por cromatografia em coluna de Sephadex G15

Para este fracionamento foi escolhido o extrato bruto de Streptomyces sp., devido aos
resultados positivos apresentados até entdo. O extrato foi fracionado em coluna de 10 cm de altura,
empacotada com resina Sephadex G15 (GE Healthcare Lifesciences, USA), e o solvente utilizado
para o fracionamento foi o isopropanol. O volume de extrato bruto fracionado foi de 3 mL. O
fracionamento deu origem a 40 fracdes com volume aproximado de 3,3 mL cada, além de mais duas

fracdes finais com volume de 13,2 mL, que ndo foram utilizadas para testes.
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4. Avaliacao da atividade inibitoria das fracées dos extratos

4.1 Avaliagdo da atividade antimicrobiana das fragées por microdilui¢do

Para estas andlises, as cepas e amostras utilizadas foram as mesmas que apresentaram
inibi¢do de crescimento na presenca do extrato bruto, conforme resultados apresentados na secio

2.2.

As fragdes foram concentradas em trés propor¢des diferentes (2, 3 e 5 vezes) para assegurar
uma quantidade minima de compostos inibitérios em cada uma. Sendo assim, tré€s grupos de 150
pl de cada fracdo do extrato de Streptomyces sp. foram secos em capela, em temperatura ambiente,
pelo tempo aproximado de 3 dias. Apds a secagem, as amostras foram ressuspensas em metanol

P.A. nos volumes de 75 pL (concentracdo 2x), 50 pL (concentrag¢do 3x) e 30 pL. (concentragdo 5x).

O teste de microdilui¢d@o foi realizado conforme j4 descrito no item 2.2. Os testes com as
fracdes concentradas 2 e 3 vezes ndo apresentaram resultados inibitérios, mas os testes com a fragéo
concentrada 5 vezes levaram a auséncia de crescimento de E. faecalis ATCC29212, S. aureus
Ribl, S. aureus BEC9393, P. aeruginosa ATCC27853 e S. aureus N315 para varias fra¢des, que
podem ser agrupadas em cinco blocos. O grupo 1 é composto pelas fracdes 3 a 8, o grupo 2, pelas
fracdes 11 a 15, o grupo 3, pelas fracdes 19 a 22, o grupo 4 pelas fracdes 27 a 30 e o grupo 5
apresenta as fragdes 35 a 39. Todas as fragdes representadas nestes grupos mostraram resultados
inibitérios. A Figura 5 apresenta os resultados de inibi¢do para os testes com as fragdes mais

concentradas.
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Figura 5: Teste de fragdes concentradas 5 vezes do extrato de Streptomyces sp. em E. faecalis ATCC29212
(A) e em S. aureus N315 (B). Coluna 1 a 3: controles do meio, do metanol e do inoculo bacteriano. Colunas 4

a 8: teste de fracdes. Cada well representa uma fragéo diferente. Colunas 9 a 12: vazias.

4.2 Avaliacdo da atividade das fragdes por disco-difusdo

Paralelamente a avaliacdo das fragcdes por microdilui¢do, foi feito o teste das mesmas em
disco-difusdo, como forma de confirmacdo dos resultados obtidos. Os testes foram realizados da
mesma forma que os de extratos brutos, descritos na secfio 2.1. Cada fracdo foi aplicada em discos

de papel filtro préprios para este teste, tomando-se o cuidado de aplicd-los ja secos na placa
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semeada. Apds a incubag@o das placas em estufa a 37°C por 18-24 horas, realizou-se a avaliacdo da

presenca de halos de inibi¢do. A Figura 6 ilustra os resultados do teste.

Figura 6: Resultados do teste de disco-difusdo da cepa S. aureus N315 com as fracdes do extrato de
Streptomyes sp. Em destaque, as fracdes que apresentaram halo de inibi¢do de crescimento. Cada disco

apresenta uma fra¢do do extrato, sendo testadas 6 fracdes por placa.

As fragdes que apresentaram resultados inibitdrios foram: 5, 6, 12, 19, 21, 28, 35, 37,38 ¢

39, com halos de inibi¢do entre 8 € 12mm.
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5. Identificacao provavel dos compostos ativos

5.1 Espectrometria de Massas pelo método FullScan

A identificagdo dos provaveis compostos presentes no extrato bruto de Streptomyces sp. e
em suas fracdes se deu com o uso de espectrometria de massas, em parceria com o Prof. Dr. Luiz
Alberto Beraldo de Moraes e sua equipe, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto (FFCLRP) - USP. Para tanto, o extrato bruto e¢ as fracdes que apresentaram resultados
inibitérios foram analisadas em espectrometro de massas (XevoTQ acoplado a UPLC Aquity,
Waters Corporation, USA), no modo FullScan positivo e negativo. As amostras foram diluidas em
acetonitrila para a ionizagdo pelo aparelho, de forma a nfo saturar os sinais a serem obtidos. Ao
todo, 400uL. de cada amostra foram injetados para a captura dos picos. Os resultados obtidos estdo

expressos nas figuras 7 a 10.
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Figura 8: Espectrometria de Massas das Fragdes Ativas: Fra¢do 5 (inicio do fracionamento). A: modo

positivo de andlise. B: modo negativo de anilise.
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B

Figura 9: Espectrometria de Massas das Fragdes Ativas: Fragdo 19 (meio do fracionamento). A: modo

positivo de andlise. B: modo negativo de andlise.
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Figura 10: Espectrometria de Massas das Fracoes Ativas: Fracdo 38 (fim do fracionamento). A: modo

positivo de andlise. B:modo negativo de andlise.

Pode-se observar pelo padrdo dos espectros, que a amostra bruta apresenta um perfil

simples, e as fracdes sdo muito parecidas entre si e com o extrato bruto, pois diversos picos se

repetem em todos os resultados.
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5.2 Espectrometria de Massas in Tandem (MS/MS)

Para refinar os resultados, foi realizada a espectrometria de massas in fandem, também
conhecida por MS/MS, para decompor os sinais obtidos e assim facilitar o trabalho de identificacdo
estrutural. Foram escolhidos alguns picos obtidos no sinal FullScan do extrato bruto para a
decomposigdo: o pico m/z 251, do espectro positivo de andlise, e os picos m/z 265, m/z 267 e m/z

281 do espectro negativo. Os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 11 a 14.
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Figura 11: Espectro de {fons produtos (MS/MS) do pico m/z 251 em modo positivo de andlise
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Figura 12: Espectro de {fons produtos (MS/MS) do pico m/z 267 em modo negativo de anélise.
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Figura 13: Espectro de fons produtos (MS/MS) do pico m/z 281 em modo negativo de andlise.
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Figura 14: Espectro de fons produtos (MS/MS) para o pico m/z 265 em modo negativo de analise
De posse destes dados, procedeu-se, com o uso de dados da literatura, como a versdo on-
line do Dictionary of Organic Compounds e a biblioteca de espectros obtidos através de testes
realizados no laboratdrio, a tentativa de elucidagio estrutural dos compostos presentes no extrato.
Os indicios apontam para a presenga de citrinina (Figura 15), além de compostos fenazinicos, como

a fencomicina e seus derivados (Figura 16).

0 = H
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Figura 15: A: Férmula estrutural da citrinina (C;3H40s). (Fonte: Dictionary of Organic Compounds). B:
Proposta de fragmentacdo dos principais fons presentes no espectro de massas de fons produtos do pico m/z

251 (Figura 11) modo positivo de andlise para a confirmacio estrutural.
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Figura 16: Provaveis estruturas quimicas dos alcal6ides fenazinas identificados pelo espectro de massas em
modo negativo de andlise. A: 4cido safénico (C15H12N203). B: Fencomicina (C15H10N204). C:

Acido 6-acetil-1-fenazinocarboxilico (Fonte: Dictionary of Organic Compounds).
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5. Teste de susceptibilidade a citrinina comercial

Os microrganismos que apresentaram inibi¢do do crescimento nos testes realizados com o
extrato de Streptomyces sp. (vide Tabela V) foram submetidos a testes com o uso de citrinina
comercial, isolada do fungo Penicillum citrinum. Foram realizados tanto testes em meio sélido, com
o gotejamento de solug¢do de citrinina sobre a placa, quanto testes de microdiluicdo. Além das
bactérias que tiveram inibi¢do do crescimento na presenca do extrato, a citrinina foi testada também
em K. pneumoniae ATCC13883, que ndo apresentou inibi¢do de crescimento em contato com o
extrato de Streptomyces sp., como forma de controle e verificacdo de uma possivel toxicidade da

molécula.

Nos testes de gotejamento, todos os microrganismos testados apresentaram uma zona de
inibicdo de crescimento no local de aplicagdo da citrinina, menos K. pneumoniae ATCC13883, que
ndo apresentou inibi¢do do crescimento. J4 no teste de microdilui¢do, somente S. aureus Ribl, E.
Jaecalis ATCC29212 e P. aeruginosa ATCC27853 apresentaram inibi¢do de crescimento, na
mesma concentracdo que o extrato bruto de Streptomyces sp. (0,5ug/pl). As figuras 17 e 18

ilustram os resultados dos testes.
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Figura 17: Teste de microdiluicdo utilizando citrinina comercial. No destaque, inibi¢do do crescimento de S.
aureus Ribl (pogo 4A), P. aeruginosa ATCC 27853 (pogo 5A) e E. faecalis ATCC 29212 (6A). Colunas 1 a
3: controles do meio, do inéculo e de metanol. Colunas 4 a 8: testes. Colunas 9 ¢ 10: controle do meio.

Colunas 11 e 12: vazias.

A

Figura 18: Teste de placas com citrinina comercial. A: K.pneumoniae ATCC13883, controle do teste, cujo

crescimento ndo foi inibido pela citrinina. B: S. aureus N315 apresentando inibi¢do do crescimento.
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6. Resumo das etapas de pesquisa

A Figura 19 resume todas as etapas percorridas para a avaliacdo dos extratos, para facilitar

o entendimento dos processos:

[ Bactérias de insetos ]

m—i Extratos organicos J

| Testes em bactérias
? resistentes (DD e MD)

A 4

| Citrinina comercial

v

Auséncia de
resultados

de crescimento em S. aureus, P e

aeruginosa e E. faecalis

l

Fracionamentos ’

‘. Extrato de Streptomyces sp. - Inibigdo

F

e elucidacao
estrutural (EM)

==L

L Citrinina, compostos J

fenazinicos

Figura 19: quadro ilustrativo das etapas de pesquisa, sintetizando os passos percorridos no projeto
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DISCUSSAO

A resisténcia bacteriana a antibidticos ndo é um problema recente, e cada vez mais tem se
procurado alternativas para o desenvolvimento de novas drogas eficazes no combate a infecc¢des,
em especial a microrganismos resistentes aos medicamentos comumente utilizados para tratamento.
O excesso e 0 mau uso dos antibidticos, aliados a capacidade adaptativa dos microrganismos no
sentido de desenvolver diferentes mecanismos de resisténcia sob pressdo seletiva s@o os principais
fatores para o aumento deste quadro em propor¢des mundiais. O aumento de notificacdes de
aparecimento de microrganismos resistentes, especialmente no ambiente hospitalar, aponta para
uma situacdo de grande risco para os pacientes, pois muitos estdo em situacdo delicada como
internados em unidades de tratamento intensivas (CAI et al., 2008) ou em cuidados pds-cirtirgicos

(GOSWAMI et al., 2011; MANUNGA et al, 2012).

O desenvolvimento de alternativas é urgente, porém diversas barreiras socioecondmicas e
biolégicas tem dificultado esse avango. O investimento em pesquisas de longo prazo e alto custo,
muitas vezes com baixo retorno, acaba por se tornar o principal motivo da desisténcia da pesquisa
no segmento de antimicrobianos (LIVERMORE, D. 2012). No entanto diversas iniciativas mostram
0 quanto é importante que os setores de pesquisa invistam de forma incisiva nesta drea, pois o
problema da resisténcia bacteriana tem proporc¢des globais, afetando um grande nimero de pessoas

todos os anos, o que demonstra que o tema nio pode ser negligenciado.

Um dos locais com grande potencial de novas fontes de antibiticos € o solo. Diversos
microrganismos, como actinobactérias € mixobactérias, produzem uma infinidade de substancias
com aplica¢des variadas, inclusive antimicrobianas (GERTH er al., 2003; REICHENBACH, 2001).
Apesar dos apelos e da eminente importancia destas alternativas, poucas pesquisas tem sido feitas

atualmente para investigar o “resistoma’ do solo cultivavel, incluindo as actinobactérias com sabido
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potencial, como as pertencentes ao género Streptomyces (WALSH, F. 2013). O solo é um potencial
reservatério de genes de resisténcia aos antibiticos, mas ao mesmo tempo a presenca de
antibidticos na terra aponta para a existéncia de outros seres portadores de genes produtores destas
substancias, e este sistema pode ser observado pelo ponto de vista clinico (D’COSTA et al. apud
WALSH, F., 2013), pois mesmo que uma pequena parcela dos microrganismos possa ser cultivada,
jd hé boas evidéncias que apontam para a existéncia de um grande nimero de substdncias com
potencial pouco explorado. Neste trabalho decidiu-se pela pesquisa dos microrganismos associados
a insetos que habitam o solo pelo potencial ja descrito, além da parceria estabelecida com o Prof.
Dr. Fernando Luis Coénsoli e sua equipe, que ja realizam o estudo do potencial destas bactérias na
area agricola, com sucesso, € puderam fornecer as amostras para que pudéssemos contribuir na

ampliacdo da caracterizag¢do do potencial antibacteriano desses microrganismos.

A escolha das bactérias a serem testadas foi realizada de acordo com as espécies de
microrganismos que mais apresentavam notificacdes de casos de resisténcia. H4 diversos materiais
na literatura que apontam para S. aureus, Enterococcus sp., Streptococcus pneumoniae,
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii e Klebsiella
pneumoniae como recorrentes em casos de infeccdes hospitalares e frequentemente associados a
resisténcia aos antimicrobianos (JANSEN er al, 2006; CUZON e¢ NORDMANN, 2009). O
laboratério contava com vérias destas espécies, incluindo isolados clinicos e exemplares com
resisténcia a antibidticos, e foi dada preferéncia para as espécies com maior facilidade de cultivo e
cuja manipulacdo fosse possivel dentro das normas de segurangca do laboratério. Os testes de
resisténcia ou susceptibilidade aos agentes antimicrobianos comerciais que foram realizados
serviram para certificacdo da manutenc@o dos perfis de resisténcia relatados, o que foi confirmado
com o0s experimentos, cujo resultado se pode observar na Figura 1. A resisténcia ao metanol

também foi testada, mesmo com o uso em pequena quantidade, para garantir que ndo houvesse
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interferéncia no crescimento bacteriano. Nao houve alteracdo no crescimento, 0 que comprovou a

seguranca na utilizacdo do metanol como diluente dos extratos.

O uso de técnicas como o método de disco-difusdo de Kirby-Bauer (BAUER et. al., 1959;
AMBAYE et al., 1997) e microdiluicito (MARYMONT,J.H. e WENTZ, R.M.,, 1966; ANDREWS,
J, 2001) para a avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos foram preferidas por serem
amplamente utilizadas, o que possibilita comparagdes de resultados. Os testes de microdilui¢io se
apresentaram mais interessantes do que os testes de disco-difusdo pela maior facilidade de contato
dos agentes testados com os microrganismos, inclusive oferecendo os melhores resultados. De todos
os extratos brutos testados, na técnica de microdiluicio observou-se maior nimero de resultados
positivos (3) do que com o uso dos discos (1). Acredita-se que isto ocorreu por conta da menor
difusdo do extrato no meio de cultura sélido, o que ndo ocorreu em meio liquido por conta da

dilui¢do homogénea do extrato no meio de cultura.

Os resultados obtidos com os testes de microdiluicdo para a avaliagdo da inibi¢do de
crescimento bacteriano com o uso dos extratos brutos (Tabela IV), indicaram que houve a inibi¢do
de crescimento na presenca de extratos de Streptomyces sp., Microbacterium indicum ¢
Arthrobacter nicotinivorans, todas espécies de actinobactérias, o que ilustra a importincia deste
grupo como fonte potencial de moléculas antimicrobianas, reforcando a necessidade de pesquisas
para ampliar as descobertas. O nimero de extratos ativos foi alto comparado com o nimero total de
extratos testados, cerca de 30% do total (3 positivos/11 extratos), muito possivelmente por haver
grande parte de material de actinobactérias, que possuem um histérico de producdo de moléculas
bioativas. Destaca-se ainda que os extratos inibiram o crescimento de bactérias resistentes a
antimicrobianos, como S. aureus resistentes a meticilina (Tabela I ), o que se torna outro ponto
positivo para a amplia¢do do estudo desses microrganismos. As concentragdes inibitdrias minimas

ficaram em 3 pg/ul para os extratos de Arthrobacter nicotinivorans e Microbacterium indicum e
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em 0,5 e 0,25 pg/ul para o extrato de Streptomyces sp., dependendo da cepa ou amostra inibida.
Estes valores de CIM para o extrato de Streptomyces sp. fizeram com que o prosseguimento dos
testes fosse realizado com este material, pois por ndo haver valores tedricos para comparacdo
segura, levou-se em conta um dos pontos importantes dentro da pesquisa de substincias com

potencial terapéutico, que € uma potencialidade de acdo em baixas concentracdes.

O enfoque dado ao extrato de Streptomyces sp., devido ao seu melhor desempenho com
relacdo aos valores de concentracdo inibitéria minima e ao niimero de cepas e/ou amostras inibidas
levou ao fracionamento e a andlise das fragdes para a identificagdo de moléculas bioativas presentes
neste extrato. O fracionamento por cromatografia em camada delgada apontou que a maioria das
fracdes obtidas possuia atividade inibidora frente os microrganismos testados (Tabela V). Das 8
fracdes obtidas, somente a Fra¢do 8 ndo apresentou atividade inibitdria contra nenhuma das cepas
e/ou amostras testadas, ao passo que as Fracdes 1, 5 e 6 foram efetivas em todos 0s microrganismos
testados. As Fracdes 2, 3, 4 e 7 apresentaram resultados varidveis, com algumas bactérias

apresentando sensibilidade e outras ndo.

Ao se partir para uma andlise de fracionamento mais refinada, com o uso de cromatografia
em coluna, o nimero de fragdes do extrato de Streptomyces sp. aumentou significativamente (5
vezes), porém houve uma maior selecdo das fragdes que apresentaram resultados inibitérios
(Figuras 5 e 6). Além da selecdo, também foi possivel verificar uma maior homogeneidade nos
resultados, pois os grupos de fracdes inibidoras foram os mesmos para todas as bactérias testadas,
muito provavelmente pela padronizacio de separacdo que foi possivel de ser obtida com o uso de
colunas cromatograficas com resinas, como é o caso da Sephadex G15, cujo fracionamento se dé

pela variagdo de massa molecular dos compostos existentes na amostra.

A espectrometria de massas, utilizada para a elucidag@o estrutural dos compostos presentes

no extrato de Streptomyces sp., revelou um padrdo espectrométrico simples, além de fracdes com
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um perfil muito parecido entre si e entre a amostra bruta, o que poderia indicar a presenga de
compostos de natureza quimica muito semelhante ou a presenca de um Unico composto em
abundancia, ou ainda uma ou poucas moléculas com maior capacidade de ionizag¢do. De acordo com
estes resultados, analisaram-se os picos do extrato bruto para a elucidacdo estrutural, com o uso de
espectrometria de massas in tandem (MS/MS), o que forneceu, junto com dados da literatura,
obtidos no Diciondrio de Compostos Organicos (http://doc.chemnetbase.com/) a sugestdo da
presenca da molécula citrinina e de compostos fenazinicos, como a fencomicina (Figuras 15 e 16).
Através das estruturas destas moléculas, deduziu-se, junto da andlise dos valores de fragmentos
formados na ionizagdo, um caminho para a producdo das substincias identificadas, que se mostrou

bastante satisfatério (Figura 15).

A andlise dos dados da literatura sobre a citrinina e a fencomicina trazem poucas
informacgdes, sendo a maioria deles ligados a identifica¢do estrutural e quimica das moléculas. A
citrinina ¢ uma micotoxina produzida por fungos, como Penicillium citrinum, Guanomyces
polythrix, Aspergillus terreus e Monascus spp. (FLAJS, D; PERAICA, M., 2009; Dicionério de
Compostos Organicos, 2012). Ndo ha dados na literatura da producdo deste composto por
actinobactérias do género Streptomyces, o que sugere uma nova fonte de produgdo para esta
molécula, que originalmente é obtida para fins comerciais de P. citrinum ou Monascus spp.(LIN et
al., 2008). Apesar de sua utilizagdo como corante de alimentos, é mais conhecida por sua ac¢do
nefrotéxica e teratogénica em animais como porcos e ratos, sendo pouco influente em caes (FLAJS,
D; PERAICA, M., 2009). Com relacdo a toxicidade em seres humanos, em testes in vitro com
células embriondrias HEK293 (HSU er al.,2012) e de leucemia promielocitica HL-60 houve a
indugdo de apoptose em baixas doses (YU et al. apud FLAJS, D; PERAICA, M., 2009). H4 entdo
uma possibilidade de uso da citrinina como droga no combate ao cincer, mas ndo ha na literatura
estudos contundentes e¢ de longo prazo. Além da acfo citotéxica, sugere-se uma acio

antimicrobiana (Diciondrio de Compostos Organicos, 2012), evidenciada pela presenca de trabalhos
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que relatam seu desempenho, inclusive comparando-o a medicamentos como a ciprofloxacina
(MAZUMDER et al.,2002). A acdo antimicrobiana sugerida para a molécula é o rompimento do

DNA cromossomal bacteriano (MARTIN et al., 1986)

O uso da citrinina comercial como uma forma de comparacdo entre os resultados obtidos
com o extrato de Streptomyces sp. se mostrou satisfatério, uma vez que foi observada a inibi¢do do
crescimento de cepas que também foram inibidas com o extrato e o crescimento normal de uma
cepa que ndo apresentou resultados positivos nos testes com os extratos, o que pode ser um refor¢o

aos resultados da elucidacdo estrutural.

A fencomicina, outra molécula cuja presenca foi sugerida pela andlise espectrométrica, é
fruto do metabolismo de Pseudomonas spp. e Streptomyces spp. (Diciondrio de Compostos
Orgéanicos, 2012). Primeiramente descrita por Chatterjee et al. (1995), poucas informacdes estdo
disponiveis na literatura, sendo a maioria relacionadas a sua sintese e identificacdo estrutural
(Dicionéario de Compoatos Organicos, 2012). Sugere-se uma agdo antimicrobiana, através de sua

intercalagcdo na molécula de DNA, além de sugerida acdo antitumoral (MAUL et al., 1999).

Através dos dados da literatura, verifica-se que hd alguns indicios de utilizacdo das
moléculas encontradas como agentes antimicrobianos e antitumorais, porém ndo hd muita clareza
sobre as vias metabdlicas nem tampouco sobre seus mecanismos de acdo, o que mostra que ha
muito a se descobrir sobre estes compostos, levando a uma defini¢do mais clara sobre o uso efetivo
destes como alternativas na cura de infec¢des ou tumores. O que ¢ indiscutivel é a importincia das
fontes pouco exploradas de novas drogas na busca de alternativas para contornar a situacio
atualmente enfrentada. Diante destes fatos, deve-se inclusive levar em conta se a questio da
toxicidade ndo seria um fator minimo diante dos beneficios que o uso destas moléculas poderia

trazer no combate destas doencas.
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As fracdes protéicas de todos os microrganismos utilizados para a preparacdo de extratos
foram analisadas em busca de bacteriocinas, peptideos produzidos por microrganismos, que podem
apresentar fungdes antimicrobianas contra grupos préximos (KLAENHAMMER, T.R., 1993). E
sabida que a acdo das bacteriocinas é bastante eficaz, sendo estas utilizadas amplamente na
inddstria alimenticia na conservacdo de varios tipos de produtos (MILLS et al, 2011). Além disto,
dentre as bactérias identificadas e selecionadas para producio de extratos orgnicos, diversas delas
sdo notadamente produtoras de peptideos com funcdo antimicrobiana, como Bacillus subtilis,
produtor de subtilisina (KAWULKA et al., 2004) e Streptomyces spp., produtor de diversos
peptideos (WANG er al, 2012). Na extragdo dos compostos organicos produzidos pelos
microrganismos, a fase aquosa, onde se encontravam peptideos produzidos e residuos celulares, foi

processada e aproveitada para a explorag@o deste potencial.

As fracdes peptidicas foram processadas com acetona, para precipitacdo ¢ concentracio
destes peptideos, um método tradicionalmente utilizado e com muitas vantagens em relagdo a
outros, como a extracao utilizando-se sulfato de amdnio, pois hd maior recuperagdo de peptideos em
menor intervalo de tempo (PHAM er al., 2011). A determinagio da concentracdo protéica,
realizada via teste de Bradford (BRADFORD, 1976), revelou uma baixa concentracdo de peptideos
nas amostras, com valores entre 0,005 e 0,1 ug/mL, o que pode ter interferido negativamente nas
andlises, levando a auséncia de atividade inibitéria frente aos microrganismos testados. Como a
presenca de peptideos ji era esperada devido a natureza dos microrganismos cultivados, a
quantidade insuficiente de peptideos com atividade antimicrobiana ou até mesmo sua auséncia -
pois o teste de Bradford € inespecifico e ndo tem fung¢do de identificar os tipos de peptideos

presentes - acabaria sendo responsdvel pela incapacidade de acfo inibitéria do crescimento das

cepas e/ou amostras causadoras de infeccdo hospitalar.
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Outra hipétese cogitada para o insucesso dos testes com peptideos foi a desnaturagdo
protéica. Variagdes no pH, bem como condi¢des inadequadas de armazenamento e temperaturas
inapropriadas poderiam levar a inativagdo dos peptideos presentes. H4 também relatos descritos na
literatura que residuos de acetona oriundos da precipitagdo proteica podem levar a modificacdo de
aminodcidos na cadeia proteica, por exemplo, com a substitui¢do de glicina por prolina (SIMPSON,
D.M; BEYNON, R.J., 2010). Com a modificacio na sequéncia, hd a consequente perda de funcdo, o
que acarretaria a ineficicia do peptideo como agente antimicrobiano. Esta modificacdo poderia
agravar ainda mais o quadro de baixa concentracdo de peptideos na amostra, diminuindo ou

anulando a presenca de material ativo.

De uma forma geral, os resultados obtidos neste trabalho permitem dar um novo félego a
pesquisa de novas moléculas com potencial antimicrobiano, uma vez que o enfoque foram
microrganismos associados a insetos do solo, uma parte importante do ecossistema e fonte de
recursos diversos ainda pouco explorados. Eles também reforcam a ideia apresentada por Walsch
(2013) de que toda fonte de compostos ativos, especialmente o “resistoma” do solo, deve ser
observada com aten¢do na busca de solugdes para o problema de resisténcia antimicrobiana, em
especial os microrganismos, uma excelente fonte de agentes antimicrobianos desde o advento deste
tipo de drogas. Mesmo diante das dificuldades de cultivo e do pequeno nimero de espécies com

manutencdo vidvel no laboratério, as vantagens desta fonte de moléculas ainda sdo muito grandes.

Alem disto, nossos resultados corroboram as hipdteses da literatura de que as
actinobactérias sdo uma excelente fonte de moléculas bioativas, uma vez que de todos os extratos
testados, os que apresentaram resultados promissores foram os oriundos de bactérias pertencentes a
este grupo. A diversidade de moléculas e versatilidade de a¢do das mesmas sdo pontos positivos e
relacionados com os artigos de Gerth (2003) e Reichenbach (2001), pois os dados da literatura

sugerem que hd uma producdo de moléculas variadas pelas actinobactérias, além de uma grande
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diversidade de atividades relacionadas a estas moléculas, e muito possivelmente ainda existem

outras substancias e mecanismos de acdo que ndo foram descritos.

Um ponto importante a ser ressaltado é a grande variedade de microrganismos produtores
de uma mesma molécula bioativa, que foi observado na consulta a dados da literatura, muito
provavelmente por conta de sua acdo benéfica nos casos de competi¢cdo por recursos do ambiente
(FOLSE, H.J; ALLISON, S.D. 2012). Porém, os resultados se mostram inovadores ao apontar a
producdo de uma destas moléculas, a citrinina, por uma fonte ainda desconhecida, o género
Streptomyces, e mais interessante, por apresentar a producdo de compostos com alguma funcio
competidora mesmo em culturas puras cultivadas a partir de estoques dos microrganismos. Nao se
sabe ao certo os motivos pelos quais esta producdo ocorreu, mas acredita-se que o estresse do
ambiente de cultivo, que permanece inalterado durante o periodo de crescimento, possa influenciar
na producio destas substincias, ou que estas acabem sendo somente produtos residuais do

metabolismo normal celular.

O estudo foi realizado utilizando-se como base culturas puras, porém o uso de diferentes
condi¢des de cultivo poderia ser interessante para a indug¢do da produgcdo dos compostos que
conseguimos identificar em quantidades diferentes das obtidas, ou até mesmo a producio de novas
moléculas que ndo foram identificadas em nossos testes. Uma outra maneira de estimular esta
producdo diferenciada seria o uso de co-culturas ou o uso de meios condicionados com outros
organismos, simulando assim uma condicdo de competicio que favoreceria as condi¢des de

aparecimento de moléculas novas e com potencial interesse antimicrobiano.

Os resultados obtidos ndo permitiram identificar peptideos com acfo antimicrobiana,
devido as dificuldades de obteng¢do de moléculas com potencial ativo, mas investigagdes futuras sdo

necessdarias para confirmar a producdo destes compostos por parte das bactérias analisadas, uma vez
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que ha relatos na literatura apontando para esta producdo por Streptomyces spp (WANG et al.

,2012).

Como passos futuros pode-se ressaltar a continuidade de pesquisas para a elucidacdo de
mecanismos biossintéticos que levam a produgdo destas moléculas, além de mais testes para
avaliacdo de novas potencialidades de uso para estas moléculas e o aperfeicoamento dos
experimentos para o levantamento de mais dados a respeito da potencialidade ja conhecida. Outra
possibilidade de continuidade destes estudos € a detec¢do de compostos em culturas mistas e/ou em

situacdes de estresse, para avaliar moléculas produzidas nessas condi¢des.
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CONCLUSOES

Ao observar a agdo de extratos de bactérias oriundas de diversos insetos, considerados
pragas agricolas, no combate a infec¢des causadas por bactérias causadoras de infecgdes
hospitalares, e realizar o fracionamento quimico e identificagdo das moléculas bioativas presentes

nos extratos nos permite concluir que:

Os extratos que apresentaram resultados inibitérios nos testes de susceptibilidade foram os
extratos de Arthrobacter nicotinivorans, Streptomyces sp. e Microbacterium indicum, contra
diversas cepas e/ou amostras de S. aureus, em especial as cepas resistentes a meticilina, E. faecalis
ATCC29212 e E. faecalis 6778, além de P. aeruginosa ATCC27853. O extrato de Streptomyces sp.
apresentou o maior nimero de cepas/amostras inibidas, além dos menores valores de Concentragio

Inibitoria Minima.

A anélise das fragdes e do extrato bruto de Streptomyces sp. por meio de Cromatografia em
Coluna e Espectrometria de Massas nos modos FullScan positivo e negativo indicou um perfil
cromatografico semelhante em todas as andlises, com destaque para alguns picos. Ao se realizar a
Espectrometria de Massas in Tandem (MS/MS) destes picos, juntamente com dados da literatura,
pode-se sugerir a presenca dos compostos citrinina e fencomicina, além de outros alcaloides
fenazinicos. Estes, de acordo com dados da literatura, apresentam diversas fung¢des, como papel

antimicrobiano, o que foi observado neste trabalho, além de uma suposta fun¢io antitumoral.

Pode-se concluir também que as fontes bioldgicas de obten¢do dos compostos verificados
na andlise podem ser diferentes das indicadas na literatura, pois ndo existem relatos da producgdo de

citrinina por Streptomyces spp., o que foi observado neste trabalho.

Pudemos concluir que microrganismos oriundos de associagdes com insetos presentes no

solo s@o fontes bastante ricas de compostos com fun¢fo antimicrobiana ou com outras fungdes, se
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mostrando entdo uma alternativa para contornar o problema da resisténcia antimicrobiana
enfrentada atualmente, especialmente no tratamento de infeccdes hospitalares causadas por

bactérias que infectam os seres humanos.

Este trabalho sugere que novas potencialidades das moléculas que foram identificadas
podem ser estudadas, bem como novos testes devem ser realizados para ampliar as informagdes do

poder antimicrobiano destas substancias.
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