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RESUMO

Nos ultimos anos, os metabdlitos isolados de fungos marinhos vém ganhando
consideravel atencdo em razdo de possuirem estruturas quimicas unicas com
diversas atividades biologicas ja descritas, incentivando novas pesquisas na
area. A tricomoniase é a doenca sexualmente transmissivel (DST) de origem
ndo viral mais comum no mundo, estando associada a sérias consequéncias a
saude, sendo relatado um aumento no numero de isolados clinicos resistentes
ao tratamento de escolha. Infeccbes causadas por bactérias com diferentes
mecanismos de resisténcia, representam um grande desafio para a saude
publica atual, acarretando em altas taxas de mortalidade e morbidade. As
bactérias patogénicas dispdem de fatores de viruléncia, como a formacédo de
biofilme, que agravam infec¢Bes tornando-as persistentes. Devido ao potencial
biolégico dos produtos de origem marinha e a importancia dessas infeccdes, o
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade anti-T. vaginalis, antimicrobiana e
antibiofilme de moléculas obtidas da fermentacdo de fungos associados a
organismos marinhos. As 14 cepas fungicas foram isoladas de esponjas e
corais marinhos, obtidos da costa do estado de Alagoas, Brasil. Ap6s producédo
do metabdlito, o micélio foi separado do meio. O micélio foi extraido com
metanol e 0 meio com acetato de etila. As fragbes foram submetidas aos
ensaios de atividade anti-T.vaginalis, antimicrobiana e antibiofilme (inibicao da
formacdo e erradicacdo). As fracbes que demonstraram atividade foram
submetidas ao ensaio de hemolise, avaliacdo da citotoxicidade (HMVII e Vero)
e toxicidade em modelo de Galleria mellonella. A fragdo que demonstrou os
melhores resultados nos ensaios de atividade foi submetida ao fracionamento
bioguiado. As fragBes orgéanicas dos fungos Aspergillus niger (FMPV 03) e
complexo Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii (FMPV 09) foram ativas frente
ao T. vaginalis ATCC 30236, com valores de MIC de 2 mg/mL e 1 mg/mL,
respectivamente. Quando investigadas, essas fragcdbes mantiveram a atividade
frente ao isolado clinico resistente ao metronidazol (TV-LACM2R), apresentado
0s mesmo valores de MIC encontrados para o isolado ATCC. Para a atividade
antimicrobiana, as fracbes organicas do Aspergillus niger (FMPV 03),
Aspergillus tubingensis (FMPV 06), complexo Trichoderma harzianu/Hypocrea
lixii (FMPV 09) e Aspergillus sydowii (FMPV 10) foram ativas contra S.



epidermidis ATCC 35984. Ainda, frente a P. aeruginosa ATCC 27853 somente
as fracOes organicas do Aspergillus niger (FMPV 03) e Aspergillus tubingensis
(FMPV 06) demonstraram atividade. Neste ensaio, para ambas as bactérias, os
valores de MIC nao ultrapassaram 1,5 mg/mL. A atividade destas fracdes
também foi observada frente as mesmas bactérias no ensaio de antiformacéo
de biofilme, j& que ocorreu a morte das células. A habilidade de erradicar
biofilmes foi detectada somente para a fracdo organica do fungo Aspergillus
flavus (FMPV 01), o qual foi capaz de remover 52% do biofilme ja formado de
S. epidermidis ATCC 35984. A auséncia de hemdlise dos eritrocitos foi
observada em todas as fragcbes ativas estudadas. Na avaliacdo da
citotoxicidade in vitro frente as linhagens celulares HMVII e Vero, apenas a
fragcdo organica do Aspergillus niger (FMPV 03), n&o apresentou efeito
citotéxico. No entanto, no ensaio de avaliacdo da toxicidade in vivo, nenhuma
das amostras testadas causou reducdo na sobrevivéncia das larvas de Galleria
mellonella. Entédo, a fracdo organica do fungo Aspergillus niger (FMPV 03) foi
submetida ao fracionamento bioguiado utilizando coluna RP-18. Sete fracdes
foram obtidas, sendo que a primeira (100% agua), foi ativa contra T. vaginalis,
S. epidermidis e P. aeruginosa. Quando submetida a Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), demonstrou quatro bandas que foram coradas com
anisaldeido-acido sulfarico e ninhidrina. Além disso, a fracdo 100% agua nao
demonstrou reducdo da sobrevivéncia das larvas de Galleria mellonella, nas
trés concentragbes testadas. Portanto, a gama de atividades relatadas
corrobora o potencial dos fungos marinhos na producdo de moléculas

bioativas.

Palavras-chave: Fungos marinhos, atividade anti-Trichomonas vaginalis,
atividade antimicrobiana, atividade antibiofilme.



ABSTRACT

In recent years, the isolated metabolites from marine fungi have been attracted
considerable attention due to unique chemical structures with diverse biological
activities, encouraging further research in the area. Trichomoniasis is the most
prevalent non-viral sexually transmitted disease (STD) worldwide. This has
been linked to serious health consequences and an increase in the number of
clinical isolates resistant to the treatment of choice has been reported.
Infections caused by bacteria with different resistance mechanisms represent a
major challenge to the current public health, resulting in high rates of mortality
and morbidity. Pathogenic bacteria present virulence factors, such as biofilm
formation, which migth enhance the persistence of infections. Due to the
biological potential of marine products and the importance of these infections,
the aim of this study was to evaluate the anti-T. vaginalis, antimicrobial and
antibiofilm activities of the obtained molecule from the fermentation of fungi
associated with marine organism. The 14 fungal strains were isolated from
sponges and corals marine obtained from the coast of Alagoas, Brazil. After
production of the metabolite the mycelium was separated from the medium. The
mycelium was extracted with methanol and the medium with ethyl acetate. The
fractions were subjected to the assays anti-T. vaginalis, antimicrobial and
antibiofilm (inhibition of the formation and eradication) activities. The fractions
that showed activity were subjected to the assays of hemolysis, cytotoxicity
evaluation (HMVII and Vero) and toxicity Galleria mellonella model. The fraction
which showed the best results in activity assays was subjected to fractionation
bioguided. The organic fraction of Aspergillus niger (FMPV 03) and
Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii complex (FMPV 09) were active against
T. vaginalis ATCC 30236 with MIC values of 2 mg/mL and 1 mg/mL,
respectively. When investigated, these fractions maintained activity against
resistant clinical isolate to metronidazole (TV-LACM2R), presented the same
MIC values found to isolate ATCC. For the antimicrobial activity, the organic
fractions of Aspergillus niger (FMPV 03), Aspergillus tubingensis (FMPV 06),
Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii complex (FMPV 09) and Aspergillus
sydowii (FMPV 10) were active against S. epidermidis ATCC 35984. Even,

against P. aeruginosa ATCC 27853 only the organic fractions of Aspergillus



niger (FMPV 03) and Aspergillus tubingensis (FMPV 06) demonstrated activity.
In this test, for both bacteria, MIC values did not exceed 1.5 mg/mL. The activity
of these fractions was also observed across the same bacteria in the antibiofilm
formation assay, since cell death occurred. The ability to eradicate biofilms was
detected only for the organic fraction of the fungus Aspergillus flavus (FMPV 01)
which was able to remove 52% of the already formed biofilm of S. epidermidis
ATCC 35984. The absence of hemolysis of red cells was observed in all active
fractions studied. In the assessment of cytotoxicity in vitro against the cell lines
HMVII and Vero, only the organic fraction of Aspergillus niger (FMPV 03),
showed no cytotoxic effect. However, in the test evaluation of in vivo toxicity,
none of the samples tested caused a reduction in the survival of the larvae of
Galleria mellonella. Then, the organic fraction of the fungus Aspergillus niger
(FMPV 03) was submitted to bioguided fractionation using RP-18 column.
Seven fractions were obtained, of which the first (100% water), was active
against T. vaginalis, S. epidermidis e P. aruginosa. When subjected to thin layer
chromatography (TLC) showed four bands were stained with ninhydrin and
anisaldehyde-sulfuric acid. In addition, 100% water fraction showed no
reduction of the survival of larvae of Galleria mellonella at the three
concentrations tested. Therefore, the range of activities reported corroborates

the potential of marine fungi to produce bioactive molecules.

Keywords: Marine-associated fungi, anti-Trichomonas vaginalis activity,
antimicrobial activity, antibiofilm activity.






SUMARIO

L. INEFOTUGED ... 17
1 R = To [ I = 4 (R 21
1 e (0T [0 (o S F= L (0 = 23
[1.1.1 Produtos naturais de origem marinna .............cccceevvviiiiiiiiiieee e 23
[1.1.2 Organismos marinhos e micro-organismos assocCiadosS ..........ccc.cevvvvereeennnn. 25
[1.1.2.1 Fungos marinhos: generalidades e composto bioativos.............cccceee.... 28
[1.2 TrichOomOoNas VagGINalIS...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 30
200 R I oo T g o Y= T = 32
[1.3 Infeccdes bacterianas e biofilmes patogéniCos .............uevvvviveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieans 34
[1.3.1 Importéncia clinica das infec¢des associadas ao biofilme................cccce..... 39
[1.3.2 Bactérias de importancia médica formadoras de biofilme .............cccccceeee. 41
[11RC P07 MRS r=Te] 117 (ool o Tod ol U K- K] o o T 41
[1.3.2.2 PSEUdOMONAS QEIUGINOSA ... .uuuuuuuiiueiieniiiiitiiiiteiaibsseaeseeseesabeeseennsneennannnnne 41
[1.3.3 Estratégias de combate a biofilmes...........cccoooeieiiiiiiiii e, 42
11T @ ][] 1Y/ 1 45
AV AN g 1o To T @A T=T o ] o]0 1 49
IV. CAPITULO 1 — Anti -Trichomonas vaginalis, antibiofilm and antimicrobial
activities of bioactive metabolites produced by marine-associated fungi.............. 51
IV. CAPITULO 2 — Anti - Trichomonas vaginalis and antimicrobial activities from
metabolites of marine-associated Aspergillus niger fungus............ccccceeeeeeeerinnnn, 75
VA B L o ST Lol 1= | PP 89
V1. CONCIUSBES GEIAIS.....cevviiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeieee ettt ettt e e e e e e e e et e e e e e eeeeeeeeeeees 101
RV | =T £ 0 1= Tox (Y= R 105
VAL 2 = =T =] o = PP 109
D O £ 150 L PP UPPR 121

IX. 1 Licengas para USO das fIQUIAS ..........uuuuuuuumuuieiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiinseinieseeeneeeennenees 123






l. Introducgéo







Os oceanos cobrem cerca de 70% da superficie terrestre, possuindo
uma diversidade biologica inestimavel. Em diversos ecossistemas, como em
recifes de corais e no fundo do mar, estima-se que essa diversidade bioldgica
seja ainda maior do que em florestas tropicais (Ebada et al., 2008).

A associacdo de micro e macro-organismos € uma caracteristica
promissora dos ecossistemas marinhos. Muitos invertebrados marinhos podem
conter diversos micro-organismos, como fungos e bactérias, vivendo em
simbiose. Acredita-se que 0s metabdlitos secundarios marinhos que sé&o
frequentemente isolados sejam produzidos por esses micro-organismos
marinhos associados (Konig et al., 2006).

O potencial para producdo de metabdlitos bioativos por fungos ja foi
provado ha diversos anos quando, em 1928, Alexandre Flemming descobriu a
penicilina produzida por fungos do género Penicillium, a qual resultou no
tratamento de diversas infecgbes bacterianas (Kjer et al., 2010).

Os produtos naturais de origem marinha, especialmente os produzidos
por fungos marinhos, despertam um grande interesse devido as suas
estruturas Unicas e diversas atividades bioldgicas ja descritas, podendo-se
destacar, atividade antitumoral, antibacteriana, antioxidante, antiviral,
antinflamatoria e antiprotozoaria (Mayer e Hamann, 2005; Rateb e Ebel, 2011;
Chen et al., 2014; Blunt et al., 2015).

Trichomonas vaginalis € o protozoério flagelado que parasita o trato
urogenital humano, sendo o agente etioldgico da tricomoniase a doenca
sexualmente transmissivel (DST) de origem nao viral mais comum no mundo
(WHO, 2012). A doenca esta associada a sérias consequéncias a saude as
quais incluem predisposi¢cdo ao cancer cervical e de préstata, complicacdes na
gravidez, infertilidade, atuando, ainda, como um cofator na aquisicdo e
transmissdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Sorvillo et al., 2001,
Van Der Pol et al., 2008). Dois farmacos pertencentes a classe dos 5-
nitroimidazois sao aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento da tricomoniase, o metronidazol e o tinidazol (Helms et al., 2008).
No entanto, o nimero de isolados de T. vaginalis resistentes ao metronidazol
vem aumentando, requerendo novas alternativas para o tratamento desta

doenca negligenciada (Sobel et al., 1999; Secor et al., 2014).
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As doencas infecciosas sdo as principais causas de morte no mundo
(Rasko e Sperandio, 2010), sendo que altas taxas de mortalidade estéo
relacionadas a infeccbes causadas por bactérias, ressaltando a importancia da
pesquisa de novas moléculas com atividade antibidtica.

De acordo com o National Institutes of Health aproximadamente 80%
das infecgbes humanas sao associadas a biofilmes bacterianos, especialmente
0s que envolvem biomateriais. Biofilmes s&o agregados bacterianos complexos
que vivem aderidos a uma superficie bidtica ou abidtica, cobertos por uma
matriz exopolimérica composta de polissacarideos, proteinas e acidos
nucleicos. A formacéo de biofilme € um processo chave na sobrevivéncia em
diversos ambientes, representando um modo de crescimento protegido, j& que
permite que as células sobrevivam a ambientes hostis e também se dispersem
para colonizar novas superficies, estando relacionado a persisténcia das
infecgbes (Macedo e Abraham, 2009; Wu et al., 2015). Nesse sentido, sabe-se
que a formacao de biofilmes agrava uma série de infec¢des, tornando-as
muitas vezes persistentes. Dessa forma, a busca por moléculas que possam
inibir a adeséo bacteriana e formacao de biofilme sdo de grande importancia e
também uma alternativa aos antibioticos que ja ndo sédo capazes de eliminar

todas as infec¢des hospitalares.
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1.1 Produtos naturais

Desde a pré-histéria 0 homem tem utilizado produtos naturais para tratar
diversos problemas de saude. Ha registros da utilizacdo de plantas com fins
medicinais na Mesopotamia, cerca de 2600 anos a.C. Dentre as plantas
utilizadas estavam Cedrus, Cupressus sempervirens, Glycyrrhiza glabra,
Commiphora myrrha e Papaver somniferum, as quais, ainda hoje, sao
utilizadas para o tratamento de doencas como: tosses, resfriados, infeccbes
parasitarias e inflamagdo (Newman et al., 2000; Halberstein, 2005; Gurib-
Fakim, 2006).

Produtos naturais sdo fontes de diversas moléculas funcionalmente
relevantes, devido a imensa variedade de metabdlitos secundarios
provenientes de espécies microbianas e plantas. Apesar do grande nimero de
moléculas derivadas de quimica combinatéria, atualmente os produtos naturais
continuam demonstrando um papel fundamental no desenvolvimento de novos
farmacos pela industria farmacéutica. Cerca de 35% das drogas aprovadas sao
provenientes de produtos naturais ou derivados semi-sintéticos (Ngo et al.,
2013).

O ambiente marinho apresenta uma enorme biodiversidade e isso reflete
na variedade de metabdlitos secundarios encontrados em animais marinhos,

plantas e micro-organismos (Konig et al., 2006).

[1.1.1 Produtos naturais de origem marinha

Os oceanos constituem uma rica diversidade quimica e biolégica,
contendo aproximadamente 230.000 espécies marinhas ja descritas (World
Register of Marine Species - WoRMS ), cobrindo mais de 70% da superficie
terrestre (Simmons et al., 2005). O Brasil possui mais de 7.000 km de costa
maritima (IBGE), constituindo uma reserva de moléculas a serem descobertas.

O crescimento do interesse pelos organismos marinhos nas ultimas
cinco décadas, levou a descoberta de um numero surpreendente de novas

estruturas com atividades diversas (Saleem et al., 2007).

23



Na década de 50, Bergmann e Feeney (1951) isolaram os nucleosideos
espongouridina (Figura 1a) e espongotimidina (Figura 1b), a partir da esponja
Cryptotethya crypta. Mais tarde, em estudo de analogos sintéticos dessas
substancias chegou-se ao desenvolvimento do agente antiviral vidarabina
(ARA-A) (Figura 1c) e do agente anticancer citarabina (ARA-C) (Figura 1d),

sendo os primeiros produtos marinhos a atingirem o mercado para uso clinico.

[o] NH3

R =
N N
HN N
\
o N N o] N
CH,OH CH,0H
CHZO:Hoa_‘OH [ :oﬁ\DHJ :o‘,_OH

OH OH OH
laR=H 1c 1d
1b R=Me

Figura 1. a Estrutura da espongouridina, b Estrutura da espongotimidina, ¢
Vidarabina e d Citarabina.

O ziconotideo, aprovado pelo FDA, € um equivalente sintético de um
peptideo isolado originalmente a partir do caracol marinho Conus magus. O
ziconotideo é um potente analgésico utilizado para o tratamento da dor na
medula espinhal (Williams et al., 2008; Mayer et al., 2010).

A trabectedina € um produto natural marinho isolado de Ecteinascidia
turbinata, um tunicato encontrado no mar Mediterraneo e Caribenho. A
trabectina € um alcaloide hidroisoquinolina e foi o primeiro agente anticancer
marinho aprovado na Unido Europeia para doentes com sarcoma de tecido
mole (Rinehart et al., 1990; Wright et al., 1990; Verweij, 2009).

Isolada em 1986, a halicondrina B foi obtida da esponja Halichondria
okadai, sendo completamente sintetizada em 1992. Foi realizada a sintese de
seu analogo, mesilato de eribulina, sendo utilizado em ensaios contra cancer
metastatico de mama, o qual foi aprovado em 2010 para uso clinico (Aicher et
al., 1992; Jain e Vahdat, 2011; Preston e Trivedi, 2012).

Nas ultimas décadas, cerca de 20.000 novos compostos de origem
marinha foram descritos. Uma grande fracdo desses metabdlitos foi isolada de
espécies de invertebrados marinhos, que consistem em cerca de 50% de toda
biodiversidade marinha n&o microbiana existente nos oceanos. Embora

diversos compostos com atividade tenham sido isolados de invertebrados
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marinhos, existe a necessidade de estar constantemente fornecendo biomassa
animal, podendo ocorrer variagdo do metabdlito extraido. A utilizacdo de micro-
organismos marinhos torna-se uma alternativa vantajosa quando comparada
aos invertebrados marinhos, devido a possibilidade de realizacdo de processos
fermentativos, facilitando a obtencdo dos metabdlitos em maior quantidade
(Bugni e Ireland, 2004; Leal et al., 2014).

[1.1.2 Organismos marinhos e micro-organismos associados

Os oceanos possuem uma grande biodiversidade de organismos e esse
compartilhamento de ambiente permitiu que no processo evolutivo ocorresse a
criacdo de associacfes bem equilibradas entre os organismos. Um exemplo
dessas associacfes sdo as esponjas que hospedam um microbioma que pode
atingir de 40-60% da sua biomassa total e densidades de 108 a 10'° bactérias
por grama de peso da esponja (Graca et al., 2013).

Essa grande quantidade de organismos vivendo no mesmo ambiente fez
com que estes desenvolvessem estratégias de sobrevivéncia para competir por
espaco e alimento. Nutrientes, luz, correntes marinhas e temperatura
representam componentes limitantes adicionais no crescimento, aumentando
ainda mais a concorréncia. Como resultado dessa competicdo, muitas espécies
evoluiram rotas quimicas para se defender contra a predacao ou crescimento
excessivo de espécies competidoras. Esta adaptacdo quimica produzida pelos
organismos €é chamada de metabdlitos secundéarios, estes incluem o0s
terpenoides, alcaloides, policetideos, derivados do acido chiquimico, esteroides
e uma mistura de metabdlitos de biogénese (Simmons et al., 2005).

Invertebrados marinhos (esponjas e corais, por exemplo) podem conter
bactérias e fungos associados. Acredita-se que os metabdlitos secundarios
marinhos sao produzidos por esses micro-organismos que vivem em
associacao (Konig et al., 2006).

As esponjas (Filo Porifera) estdo entre os mais antigos animais
multicelulares (metazoarios). Ja foram descritas mais de 8.000 espécies de
esponjas que habitam uma grande variedade de ecossistemas marinhos e de
agua doce, sendo encontradas em todas as regifes tropicais, temperadas e

polares. As esponjas sdo organismos invertebrados sésseis, a presenca e
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abundéancia de espiculas é variavel: algumas espécies (por exemplo, das
ordens Lithistida e Astrophorida) tém esqueletos siliciosos densos ou fundidos
e, portanto, uma consisténcia dura, enquanto que outras espécies tém poucas
ou nenhuma espicula, faltando, assim, defesas fisicas. Estas ultimas espécies
evoluiram e possuem defesas quimicas contra predadores e organismos
indesejaveis (Laport et al., 2009).

As esponjas possuem uma estrutura com uma unica camada de células
flageladas (coandcitos) que promovem a circulacdo de agua através de um
sistema de canais que € fundamental para sua fisiologia, jA que € atravées
destes que séo realizadas todas as trocas de materiais entre a esponja e 0
ambiente (Brusca e Brusca, 2007). Pela presenca de um sistema aquifero, as
esponjas constituem um ambiente ideal para 0s micro-organismos simbiontes
(Li, 2009).

Segundo Blunt et al.,, (2015) as esponjas e seus micro-organismos
associados sao os maiores contribuintes de produtos naturais de origem
marinha. Os autores avaliaram o numero anual de publicacbes de novos
compostos isolados de produtos naturais marinhos para cada filo nos ultimos

50 anos, como demonstra a figura 02.
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Figura 02. Publicagcbes de compostos isolados de produtos naturais
marinhos para cada filo desde 1963, adaptado de Blunt et al. (2015).
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O filo Cnidaria inclui organismos que estdo entre 0s mais venenosos.
Pertencente a este filo, a classe Anthozoa compreende anémonas, corais com
esqueleto calcério, corais moles e canetas do mar (Frazao et al., 2012).

Os corais também possuem micro-organismos vivendo de forma
simbidtica. A bioatividade exibida por estes micro-organismos simbidticos é
diversa e proporcionou ligacdes promissoras para a descoberta de moléculas
com atividade, como, por exemplo, citotoxicidade, atividade antibiética e
atividade contra linhagens celulares de cancer humano (Rocha et al., 2011).

Os tecidos dos corais, 0 esqueleto e a camada de muco (Figura 03)
contém uma populacdo diversificada de micro-organismos, que conferem
diversos beneficios para o hospedeiro como o suporte para nutricdo do coral e

a protecao contra patoégenos (Leal et al., 2013).
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Figura 03. Diversidade da estrutura de corais marinhos. Adaptado de
Leal et al. (2013).
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[1.1.2.1 Fungos marinhos: generalidades e composto bioativos

O Reino Fungi é o segundo maior grupo de organismos distribuido na
natureza. Acredita-se que existam cerca 1,5 milhdes de espécies fangicas. Os
fungos sdo amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados no gelo
da Antartica, regifes tropicais, latitudes médias e extremo norte. Habitam o
solo, a agua doce, a superficie de rochas e a 4gua do mar. Parasitam plantas,
peixes, insetos e mamiferos, ou seja, praticamente todos 0s organismos Vivos
(Feofilova, 2001; Hawksworth, 2001).

Os fungos marinhos possuem grande potencial devido a diversidade dos
metabdlitos secundarios produzidos com propriedades biol6gicas e
farmacoldgicas promissoras. Estdo divididos em dois grupos: obrigatorios e
facultativos. Fungos marinhos obrigatérios sdo aqueles que crescem e
esporulam exclusivamente no ambiente marinho, ja os facultativos séo aqueles
que a partir da 4gua doce ou do meio terrestre sdo capazes de crescer e
possivelmente esporular em ambiente marinho. Os fungos marinhos foram
obtidos a partir de praticamente todos os habitats marinhos, dentre eles:
matéria organica (solo, sedimentos, habitats de areia, substratos artificiais e
colunas de agua), comunidades microbianas marinhas, plantas marinhas
(algas, ervas marinhas, etc), invertebrados marinhos (esponjas e corais,
principalmente) e vertebrados marinhos (peixes). Uma das maiores limitacdes
para a obtencdo de metabdlitos desses fungos deve-se ao fato de menos 1%
destes serem cultiviveis fora do ambiente marinho (Kohlmeyer e Volkmann-
Kohlmeyer, 1991; Rateb e Ebel, 2011).

Estima-se que existam de 7.000-10.000 espécies de fungos marinhos
(Jones, 2011). Jones et al. (2009) relataram que existem 530 espécies de
fungos marinhos obrigatérios, em 321 géneros que incluem 424 espécies de
Ascomicetos (251 géneros), 94 espécies de fungos anamorficos (61 géneros),
e 12 espécies de Basidiomicetos (9 géneros).

Muitos dos fungos isolados do ambiente marinho pertencem a géneros
bem conhecidos na superficie terrestre, como Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Phoma e Fusarium. Acredita-se que esse fato deve-se a
adaptacao fungica ao ambiente marinho (Abraham e Loder, 1972; Proksch et
al., 2008).
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Fungos marinhos possuem um potencial promissor como fonte de novos
produtos naturais bioativos devido a diversidade quimica de seus metabdlitos.
Podem-se destacar as atividades antitumoral, antiviral, antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatoria, antiprotozoaria, antifiUngica, antiproliferativa e
anticolinesterasica (Saleem et al., 2007; Rateb e Ebel, 2011; Blunt et al., 2015;
Wang et al., 2015).

O mais famoso derivado de fungo marinho isolado foi a cefalosporina C,
obtida na década de 40, do fungo Cephalosporium acremonium, a partir de
amostras do mar da regido de Sardenha (Itdlia). Esta molécula foi precursora
de um grupo de antibidticos (cefalosporinas) amplamente utilizados no
tratamento de infec¢des bacterianas (Abraham e Loder, 1972).

As publicacdes de novos compostos de fungos de origem marinha vém
se desenvolvendo (Figura 04), no entanto, ainda possuem um grande potencial
futuro (Bugni e Ireland, 2004).
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Figura 04. Publicacbes até marco 2016 de compostos oriundos de
fungos  marinhos.  (Dados  disponiveis em  Web of Science:
https://apps.webofknowledge.com/).

Nos ultimos anos, uma diversidade de compostos vem sendo isolados
de fungos associados a organismos marinhos (figura 05), estes incluem
terpendides, alcaldides, policetideos, peptideos, derivados do acido chiquimico,
esteroide, dentre outros (Graca et al., 2013).
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Figura 05: Novos compostos derivados de fungos marinhos até meados de
2010, divididos por tipos estruturais/biogenética. Adaptado de Rateb e Ebel,
(2011).

Os policetideos séo os principais produtos isolados de fungos marinhos.
Eles compreendem uma grande familia estruturalmente diversa, sendo
responsaveis por muitas das atividades atribuidas aos metabolitos secundérios
desses micro-organismos (Saleem et al., 2007).

O potencial na producdo de biomoléculas por fungos de origem marinha
e a extensado e riqueza da costa Brasileira, representam um campo promissor
no descobrimento de moléculas com atividades biologicas, estimulando novas

pesquisas com fungos derivados de organismos marinhos.

[I.2 Trichomonas vaginalis

O protozoario  Trichomonas vaginalis pertence a familia
Trichomonadidae, & ordem Trichomonadida, a classe Parabasalia e ao filo
Zoomastigina e tem a capacidade de parasitar o trato geniturinario humano
causando a tricomoniase (Schwebke e Burgess, 2004).

Tipicamente, em culturas axénicas o parasito apresenta forma piriforme,
elipsoide ou oval, no entanto, quando aderido as células epiteliais vaginais
(CEVs) adquire a forma ameboide. Como outros tricomonadideos, o parasito
apresenta apenas a forma trofozoitica, sem forma cistica (Figura 06) (Petrin et
al., 1998). Condicbes fisico-quimicas como: pH, temperatura, tensdo de

oxigénio e forca ibnica podem afetar sua forma. E um protozoario muito
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plastico, podendo formar pseuddpodes para capturar alimentos e fixar-se em
superficies solidas (Honigberg e Brugerolle, 1990). Em relacdo ao tamanho,
mede em torno de 9,7 uym de comprimento e 7,0 um de largura. Possui cinco
flagelos, sendo quatro localizados na regido anterior e 0 quinto incorporado a
membrana ondulante. O nucleo localiza-se proximo a extremidade anterior,
apresentando uma dupla membrana nuclear. O axdstilo é uma estrutura rigida
e hialina que se projeta a partir da pelta através do centro do trofozoito,
estendendo-se até a outra extremidade da célula. O complexo pelta-axostilo
pode participar do processo de divisdo celular e promover a sustentacdo do
trofozoito (Benchimol, 2004). Nos tricomonadideos ocorre a auséncia de
mitocbndria, porém, o parasito apresenta hidrogenossomos. Estes séo
granulos densos que possuem funcdo metabdlica semelhante a mitocéndria,
sendo que receberam este nome por produzirem hidrogénio molecular como

produto final do metabolismo (Muller, 1993; Benchimol, 2009).

Figura 6: Aspectos morfoldgicos de trofozoitos de T. vaginalis. MO: membrana
ondulante, CP: corpo parabasal, FP: filamento parabasal, AX: axostilo, HI:
hidrogenossomo, N: nudcleo, FA: flagelos anteriores livres. Adaptado:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/ Trichomoniasis.htm

T. vaginalis necessita de diversos nutrientes para sua sobrevivéncia,
dentre eles carboidratos, lipideos, nucleotideos puricos e pirimidinicos, acidos
graxos, vitaminas e sais inorganicos. Os carboidratos séo a principal fonte de
energia, tendo seu metabolismo fermentativo sob duas condi¢des: anaerdbica

e aerobica, sendo realizadas no citoplasma e nos hidrogenossomos (Mack e
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Muller, 1980; Muller, 1988). Nos casos de limitacdo de carboidratos os
aminoacidos realizam a manutencdo da sobrevivéncia e crescimento do
parasito, que necessita principalmente de arginina, havendo, ainda, os
aminodacidos treonina, leucina e metionina que sao utilizados na producao de
energia (Petrin et al., 1998). O metabolismo lipidico de Trichomonas vaginalis
inclui colesterol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e esfingomielina, no
entanto, o trofozoito é incapaz de sintetizar &cidos graxos e esteroides,
dependendo de formas exdgenas (Beach et al., 1990; Beach et al., 1991). Além
disso, T. vaginalis ndo realiza sintese de novo de nucleotideos puricos e
pirimidicos, rotas de salvacdo para aquisicdo dessas moléculas séo utilizadas
(Heyworth et al., 1982; Heyworth et al., 1984).

I1.2.1 Tricomoniase

T. vaginalis é o0 agente etiolégico da tricomoniase, a doenca
sexualmente transmissivel (DST) de origem ndo viral mais comum no mundo.
A estimativa global da tricomoniase € de uma incidéncia de aproximadamente
276 milhBes de novos casos e uma prevaléncia de 187 milhdes de adultos
infectados, bem a frente dos casos de sifilis, gonorreia e clamidia (WHO,
2012). Cerca de 80% dos casos dessa infec¢do sao assintomaticos, sendo que
em mulheres essa infeccdo pode persistir por meses levando a casos cronicos
(Poole e Mcclelland, 2013). Em mulheres, nos casos sintomaticos, a inflamacao
€ caracterizada por corrimento tipicamente amarelo ou esverdeado, espumoso
e purulento, irritacdo e prurido vulvar, dor abdominal e disuria. Além disso,
pequenos pontos hemorragicos na mucosa vaginal ou cervical acompanhados
de edema e eritema, que conferem uma aparéncia conhecida como colpitis
macularis ou cérvice com aspecto de morango, essa manifestacdo pode ser
encontrada em aproximadamente 2,0 - 5,0% dos casos, sendo um sinal clinico
especifico desta patologia (Petrin et al., 1998).

Em homens, mais de 77% dos casos sdo assintomaticos (Sena et al.,
2007). No entanto, em cerca de um quarto dos casos a infecgcdo manifesta
sintomas, dentre eles: uretrites, prostatites, epididimites e infertilidade (Krieger
et al., 1993; Poole e Mcclelland, 2013).
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Diferentemente do que se observa em muitos casos onde a infeccéo é
facilmente tratada, a tricomoniase pode trazer sérias complicacbes a saude,
como: predisposicdo a doenca inflamatdria pélvica (Cherpes et al.,, 2006),
cancer cervical (Viikki et al., 2000) e infertiidade (Grodstein et al., 1993);
complicacbes na gravidez (Klebanoff et al., 2001), nascimento prematuro e
baixo peso de recém-nascidos (Cotch et al., 1991; Cotch et al., 1997); além de
atuar como um cofator para transmissdo e aquisicdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (Sorvillo et al., 2001). Os mecanismos dessa
associacdo ainda ndo sao totalmente conhecidos, mas sugere-se que ocorra 0
comprometimento da mucosa pelo parasito e uma resposta inflamatéria na
regido genital, fazendo com que ocorra o recrutamento de células alvo para o
HIV, linfécitos T CD4, como principais fatores responsaveis pela relacédo T.
vaginalis com o HIV (Lehker e Alderete, 2000). Além disso, estudo recentes
demonstraram que a tricomoniase também esta associada a susceptibilidade
aumentada ao papiloma virus humano (HPV) (Fichorova et al., 2012) e a tipos
de cancer de prostata agressivos (Sutcliffe et al., 2010).

A cultura ja foi o padrdo ouro no diagnéstico da tricomoniase antes de
métodos moleculares tornarem-se disponiveis. A cultura tem uma sensibilidade
de 75%-96% e uma especificidade de até 100%. Atualmente recomenda-se 0
uso de testes altamente sensiveis e especificos para a deteccdo de T.
vaginalis. Entre as mulheres, o Teste de Amplificacdo de Acidos Nucleicos
(TAAN) é altamente sensivel, com uma deteccéo de trés a cinco vezes maior
do que o exame direto a fresco (sensibilidade de 51% - 65%). O ensaio
APTIMA (Hologic Gen-Probe, San Diego, CA) para T. vaginalis € aprovado pelo
FDA para a deteccdo do parasito em amostras vaginais, endocervicais ou de
urinas. Este ensaio detecta RNA de amplificacdo mediada por transcricdo com
uma sensibilidade de até 95,3%-100% e especificidade de 95,2%-100%
(Workowski & Bolan, 2015).

O tratamento da tricomoniase envolve a utilizacdo de farmacos do grupo
dos 5-nitroimidazois, sendo o metronidazol e o tinidazol, os Unicos farmacos
recomendados pelo FDA, onde o primeiro € o farmaco de escolha para o
tratamento dessa infeccdo (Helms et al., 2008). Esses farmacos penetram na
célula por difusdo, ocorrendo a redugdo do grupamento nitro pela enzima

piruvato-ferredoxima oOxido redutase encontrada nos hidrogenossomos,
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formando radicais nitro citotoxicos, levando a quebra da fita de DNA,
provocando a morte dos parasitos (Kulda, 1999). No entanto, efeitos adversos
estdo frequentemente associados a esses medicamentos, como: nauseas,
cefaleia, insonia, vertigem e sonoléncia (Miller e Nyirjesy, 2011). Além disso, o
uso na gestacdo nao é recomendado devido ao risco de efeitos carcinogénicos
ao feto (Klebanoff et al., 2001).

Entretanto, a principal causa de falha no tratamento esta nos casos de
resisténcia de T. vaginalis frente a esses farmacos, visto que 9,6% dos isolados
clinicos sao resistentes in vitro ao metronidazol (Schwebke e Barrientes, 2006).
Além disso, ndo existe um sistema de vigilancia para a tricomoniase, ndo
sendo uma doenca de notificacdo compulséria, 0 que a torna uma infeccao
negligenciada (Secor et al., 2014). Nesse sentido, considerando a limitacdo no
tratamento da tricomoniase, torna-se necessaria a busca por novos compostos

com atividade contra esse protozoario.
I1.3 Infec¢cbes bacterianas e biofilmes patogénicos

Doencas infecciosas sdo a principal causa de morte no mundo, sendo
qgue as infeccdes bacterianas contribuem para estas altas taxas de mortalidade
(Rasko e Sperandio, 2010). Além disso, nas ultimas décadas a associagéo das
doencas infecciosas graves com elevadas taxas de resisténcia bacteriana vém
aumentado substancialmente (Jones, 2001). Nos Estados Unidos pelo menos
dois milhdes de pessoas adquirem infeccbes graves relacionadas com
bactérias resistentes a um ou mais antimicrobianos, sendo que, pelo menos
23.000 pessoas morrem a cada ano como resultado direto dessa resisténcia
(CDC, 2013). A resisténcia aos antimicrobianos esta relacionada ao seu uso
excessivo e incorreto, além da falta de desenvolvimento de novos
medicamentos pela industria farmacéutica (Ventola, 2015).

Em geral, os antimicrobianos convencionais agem por meio de efeitos
téxicos ou inibindo o crescimento dos organismos. No entanto, alguns
mecanismos que as bactérias desenvolveram para resistir a acdo dos
antimicrobianos sao: (a) aumento na capacidade de degradar compostos

antibacterianos; (b) diminuicdo da permeabilidade; (c) diminuicdo da afinidade
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para o antibiotico e (d) aumento do efluxo de antibidticos (Hentzer e Givskov,
2003).

Devido ao aumento da prevaléncia de bactérias resistentes, ha a
necessidade de desenvolvimento de novos agentes antibacterianos visando
novas estratégias de combate as bactérias. Uma opcéo atrativa, apesar de
ainda permanecer uma ideia tedrica, seria atuar nos fatores de viruléncia
bacterianos, como a formacé&o de biofilme (Hett e Hung, 2009).

As bactérias existem em dois estados basicos de vida: na condicdo de
células plancténicas, chamadas de células de vida livre, ou como parte de uma
comunidade, na forma de biofilmes. Biofiimes vém sendo descritos desde o
século XVII, onde Anton van Leeuwenhoek, observou “animalculi” oriundos da
superficie dos seus préprios dentes, porém, a teoria geral da existéncia dos
biofilmes s6 foi promulgada em 1978 (Costerton et al., 1999).

Biofilmes sédo formados por complexas comunidades bacterianas, que
vivem aderidas a uma superficie (biética ou abiotica), embebidas a uma matriz
exopolimérica formada por polissacarideos, lipideos e acidos nucleicos, entre
outros compostos. Bactérias em biofilmes sdo mais resistentes aos
antimicrobianos e a acdo do sistema imunolégico, sendo relacionadas a
infecgdes crbnicas (Hett e Hung, 2009; Chua et al.,, 2014). No biofilme ha
diversos canais de agua que atuam como um primitivo sistema circulatério,
liberando nutrientes e removendo resto dos metabdlitos (Davies, 2003).

A formacdo do biofiime é um processo dindmico que compreende
diversas etapas. 1) pré-condicionamento da superficie por macromoléculas
presentes no ambiente; 2) transporte de células planctdnicas do meio
circundante a superficie; 3) adesdo inicial em uma superficie bidtica ou
abidtica; 4) migracdo de células formando microcolonias, com sinalizagéo
molecular — sistema quorum sensing; 5) producdo da matriz exopolimérica; 6)
maturacdo e desenvolvimento, com internalizagdo de nutrientes, metabolismo
dos mesmos e transporte de residuos; e, 7) liberagdo de células plancténicas
das camadas mais externas, para dispersao, multiplicacdo e colonizagdo de
novas superficies (O'toole et al., 2000; Simoes et al., 2009), conforme a figura
07:
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Figura 07. Esquema da formacdo do biofiime. Adaptado de Trentin et al.
(2013).

O primeiro estagio na formacdo do biofime é a adesdo em uma
superficie (bidtica ou abidtica), sendo este um processo bastante complexo,
podendo sofrer diversas variaveis dependendo da espécie bacteriana,
composi¢do da superficie, fatores ambientais e produtos génicos. Esse
processo possui duas etapas que inclui uma fase reversivel, fisica instantanea,
seguida por uma fase irreversivel, molecular e celular tempo-dependente. A
aderéncia primaria (reversivel) das bactérias em uma superficie abiotica €
mediada por interacdes ndo especificas, depende da caracteristica da
superficie, ja em superficies bibticas é realizado por mecanismos de
ancoramento especificos, como por exemplo, via adesinas (Dunne, 2002).

Na aderéncia primaria (reversivel) em superficies abidticas, o organismo
aproxima-se da superficie propulsionado aleatoriamente (por fluxo de um fluido
sobre a superficie através de movimento Browniano ou forga gravitacional) ou
dirigido por quimiotaxia e motilidade (por flagelos e pili). Ao aproximar-se cerca
de 1 mm da superficie a adesdo dependera de forcas de atracdo ou repulséo
(interacdes eletrostaticas e hidrofobicas, forcas de van der Waals, forgas
hidrodinamica) gerada entre as duas superficies. Devido a maioria das
bactérias e as superficies inertes serem negativamente carregadas, as
interacdes eletrostaticas tendem a favorecer a repulsdo. Interacdes
hidrofébicas tém provavelmente maior influéncia sobre o resultado da adeséo
primaria. Uma repulsdo liquida entre duas superficies pode ser superada
através de interacbes moleculares especificas mediadas por adesinas
localizados em estruturas que se prolongam a partir da superficie da célula, tais
como os pili (Figura 08). A longevidade de adesao primaria depende da soma

total de todas essas variaveis, mas a quimica de superficie empurra o equilibrio
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a favor da adeséo, prevendo que as substancias organicas em solucdo iréo
concentrar-se perto de uma superficie e que 0os micro-organismos tendem a se
reunir em ambientes ricos em nutrientes (Dunne, 2002; Pavithra e Doble,
2008).
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Figura 08. Interacdes envolvidas na adesdo reversivel de células
bacterianas planctbnicas a uma superficie abidtica. Adaptado de Trentin et al.
(2013)

A adesdo reversivel entre a bactéria e a superficie pode ocorrer de
maneira direta ou via filme condicionante, sendo este um filme organico com
composicdo variavel, dependendo do sitio de insercdo, comumente é
constituido pelas proteinas albumina, imunoglobulina, fibrinogénio e
fibronectina (figura 09) (Trentin et al., 2013).
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Figura 09. Adeséo bacteriana direta ou via filme condicionante. Fonte: Trentin
et al. (2013).

Durante a formacdo das microcolbnias, a medida que aumenta a
densidade bacteriana, ocorre a liberacdo de moléculas sinalizadoras
denominadas de auto-indutores, para o meio extracelular. As bactérias séo
capazes de produzir, detectar e responder a essas sinalizagdes, caracterizando
uma comunicacao entre as células bacterianas, denominado Quorum-sensing
(QS). Essa comunicacao altera coletivamente a expressao de genes fazendo
com que as bactérias atuem em sincronia, como por exemplo, na producao de
matriz exopolimérica (EPS), na formagéo e manutencg&o do biofilme (Rutherford
e Bassler, 2012; Trentin et al., 2013).

Na segunda fase da adesao, a fixacdo é mediada pela ligacdo entre
adesinas especificas e a superficie. Nesse momento, 0s organismos
consolidam o processo de adesao através da producdo de EPS que complexa
com os materiais de superficie e os ligantes especificos localizados na pili, nas
fimbrias, ou em ambos. No fim da segunda etapa, a adesao torna-se
irreversivel, estando o micro-organismo ligado firmemente a superficie (Dunne,
2002).

Na maioria dos biofilmes, 0os micro-organismos representam menos de
10% do extrato seco, enquanto a matriz pode ser responsavel por mais de
90%. EPS é responsavel pela arquitetura tridimensional em forma de
cogumelo, com areas densas, poros, canais (circulam nutrientes e produtos de
excrecdo) e coesdo do biofilme, imobilizando as células e as mantendo
proximas, permitindo intensas interac6es. Essa matriz protege 0s organismos
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contra agressfes, como dessecacao, acao de antibidticos, radiacao ultravioleta
e acdo de células imunes do hospedeiro (Flemming e Wingender, 2010).
Quando o ambiente encontra-se desfavoravel ou na necessidade de uma
programacao celular para a viruléncia, ocorre o desprendimento das células
planctdnicas ou pequenas partes do biofiime podendo colonizar outras

superficies (Trentin et al., 2013).

[1.3.1 Importéncia clinica das infec¢cdes associadas ao biofilme

Segundo dados do National Institutes of Health, acredita-se que os
biofilmes sdo responsaveis por 80% das infeccGes microbianas no corpo,
podendo essas infec¢gdes ser teciduais ou associadas a dispositivos médicos,

em diversas regides do corpo, como demonstra a figura 10 (Davies, 2003).
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Figura 10. Infec¢cbes humanas causadas por biofilmes. Adaptado de Hoiby et
al. (2015).
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Quando em biofilmes, bactérias possuem de 10 a 1000 vezes mais
tolerancia aos agentes antimicrobianos, quando comparadas com a forma
planctdnica. Essa resisténcia pode ser explicada por varios fatores, dentre eles:
a) a reducdo da penetracdo de antimicrobianos no biofilme, esse fato se da
pela presenca do EPS na matriz do biofilme, o qual diminui de forma quimica e
fisica a passagem do agente antimicrobiano pela matriz do biofilme; b)
transferéncia horizontal de genes de resisténcia ligados a alteracéo dos alvos e
a expressao de bombas de efluxo e enzimas que degradam ou neutralizam os
antimicrobianos, o que eleva o potencial de viruléncia e persisténcia da
infeccdo; c) crescimento lento de células no interior do biofilme (Figura 11),
essas células sdo denominadas células dormentes ou persisters e encontram-
se na base da estrutura dos biofilmes, onde ha uma limitagdo de oxigénio e
uma reduzida atividade metabdlica (Mah e O' toole, 2001; Davies, 2003; Clinton
e Carter, 2015).

Alta atividade

Atividade intermediaria

/j Baixa atividade

Dormentes - "Persisters”

Figura 11. Atividade metabdlica em uma microcolénia de biofilme. Adaptada de
(Davies, 2003).

Devido a sua dificuldade, o tratamento dos biofilmes envolve a utilizagéo
a longo prazo de doses elevadas de antimicrobianos, frequentemente utilizando
associacdo desses agentes com mecanismos de acgao distintos. Quando um
corpo estranho esta envolvido, a remocdo do material se faz necessaria (Wu et
al., 2015).
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[1.3.2 Bactérias de importancia médica formadoras de biofilme

Os biofilmes podem apresentar uma ou diferentes espécies de micro-
organismos, dentre as bactérias destacam-se Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, Pseudomonas  aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e Acinetobacter baumannii como as principais
causadoras de biofilmes encontradas na clinica (Moreau-Marquis et al., 2008;
Antunes et al., 2011; Nordmann e Cornaglia, 2012; Sanchez et al., 2012; Otto,
2013). Dentre estes cabe ressaltar que Staphyloccus spp. sdo a principal fonte
de infeccbes associadas a dispositivos médicos e P. aeruginosa é responsavel
pelo aumento da morbimortalidade em pacientes com fibrose cistica (Costerton
et al., 1999; Uckay et al., 2009; Antunes et al., 2011; Hoiby et al., 2015).

11.3.2.1 Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. sdo cocos Gram positivos conhecidos por causar
infeccbes em humanos, podendo-se ressaltar as infecgcbes associadas
dispositivos médicos, como por exemplo em valvulas cardiacas (Otto, 2013).
Staphylococcus aureus na forma de biofilme é causa de varias doencas como:
osteomielite, endocardite, feridas cronicas e colonizagdo de dispositivos
meédicos (Archer et al., 2011). Além de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis séo frequentemente associados a esta infec¢do. S. epidermidis é a
fonte mais comum de infeccdo em dispositivos médicos. Essa colonizacao
relaciona-se ao fato de que essa bactéria é um colonizador da pele humana,
facilitando a contaminacdo do dispositivo durante a insercdo. Embora, na
maioria dos casos, as infeccdes por S. epidermidis raramente evoluam ao
Obito, sdo extremamente dificeis de tratar, representando uma sobrecarga ao
sistema de saude. Estima-se que os custos anuais relacionados a infecgdes
em cateter por S. epidermidis sejam em torno de US$ 2 bilhdes por ano nos
Estados Unidos. A dificuldade no tratamento esta relacionada a presenca de
genes especificos que conferem resisténcia aos antimicrobianos e a formacgéo
de biofilmes (Otto, 2008; Otto, 2013).

11.3.2.2 Pseudomonas aeruginosa
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Pseudomonas aeruginosa €é uma bactéria Gram-negativa e é
considerado um patdgeno oportunista, sendo comumente associada a
infecgbes nosocomiais, acometendo cerca de 11-13,8 % dessas infecgdes,
quando o isolamento microbiolégico é realizado. As infec¢cdes adquiridas na
comunidade incluem ceratites ulcerativas (geralmente associados ao uso de
lentes de contato), otite externa (tipicamente em  pacientes
imunocomprometidos como aqueles com diabetes mellitus), infecgbes na pele
e em tecidos moles. Em infeccdes nosocomiais € importante causa de
pneumonias, infeccdes do trato urinario, infeccbes na corrente sanguinea e
infeccbes na pele. Colonizacéo e infec¢des recorrentes por P. aeruginosa séo
comuns em pacientes com fibrose cistica. Esta bactéria possui resisténcia
intrinseca a alguns antimicrobianos, como [-lactamicos, macrolideos,
tetraciclinas, e fluoroquinolonas. Os mecanismos de resisténcia incluem
bombas de efluxo, producdo de B-lactamases e modificacdo da permeabilidade
da membrana (Carmeli et al., 1999; Driscoll et al., 2007).

Outro agravante da infeccdo por este patégeno € sua capacidade em
aumentar a morbidade e a mortalidade em pacientes com fibrose cistica, sendo
que véarios fatores ambientais facilitam a formacao de biofilme, dificultando o
tratamento e agravando ainda mais o quadro dos pacientes portadores desta
doenca, havendo assim, a necessidade de medicamentos que atuassem
erradicando o biofilme (Costerton et al., 1999; Hoiby et al., 2015). Quando em
biofilme, P. aeruginosa pode secretar diversos exopolissacarideos, dentre eles
o alginato, um polissacarideo composto de acido glicurébnico e manurénico,
caracterizando o fenétipo mucoide (Alkawash et al., 2006). A conversao do
fendtipo ndo mucoide para mucoide € associada a um declinio da funcao
pulmonar e da sobrevida de pacientes com fibrose cistica, caracterizando um

estado de persisténcia (Mann e Wozniak, 2012; Hay et al., 2014).

[1.3.3 Estratégias de combate a biofilmes

A necessidade de combater os biofiimes patogénicos nos direciona a
buscar estratégias capazes de prevenir (inibicdo da formacdo) ou erradicar
biofilmes j& formados. De um modo geral, a inibicdo da formac¢do do biofilme

pode ser alcancada pela inibicdo do crescimento bacteriano, utilizando
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compostos bacteriostaticos ou bactericidas, ou pela utilizacdo de compostos
gue bloqueiem a adesao bacteriana, por uma via que nao envolva a morte da
célula, caracterizando uma terapia antiviruléncia. Essas terapias ndo envolvem
a morte bacteriana, mas a inibicdo de fatores de viruléncia (como o biofilme),
mantendo as bactérias na sua forma plancténica, tornando-as susceptiveis a
acdo do sistema imunolégico e dos antimicrobianos. Outra estratégia para
inibicdo da formagdo dos biofilmes seria a utilizagdo de biomateriais, que
possuam em sua superficie caracteristicas fisicas de antiaderéncia ou que
estejam recobertos por compostos que interfiram nos fatores de viruléncia da
bactéria, impedindo sua fixacdo no mesmo (Trentin et al., 2013).

Para erradicar biofilmes ja formados, as estratégias estdo voltadas na
busca de compostos que sejam capazes de desestruturar o biofilme, podendo
ser utilizado um agente antimicrobiano em associacao (Kokai-Kun et al., 2009).
A utilizacdo de proteases ou outras enzimas capazes de desintegrar a matriz
do biofilme seria uma alternativa. Neste sentido, a utilizagdo de enzimas como
alginato liase (degrada o polimero alginato) coadministrada com gentamicina,
colaborou para a erradicagao do biofilme de P. aeruginosa mucoide (Alkawash
et al., 2006).
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lll. Objetivos







O objetivo geral desta dissertacao foi:

Obtencéo de moléculas provenientes de fungos associados a esponjas e
corais marinhos que apresentem atividade anti-T. vaginalis, antibiofilme

e antibacteriana.

Os objetivos especificos propostos foram:

Produzir metabdlitos a partir de fungos marinhos isolados de esponjas e
corais marinhos;

Avaliar a atividade anti-Trichomonas vaginalis, antibiofime e
antibacteriana, das fracbes oriundas da fermentacdo dos fungos
marinhos;

Fracionar, isolar e elucidar as moléculas bioativas produzidas por micro-
organismos marinhos;

Avaliar a citotoxicidade das fracGes bioativas in vitro frente a linhagens

celulares e in vivo frente ao modelo de Galleria mellonella.
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Abstract

In recent years, metabolites isolated from marine fungi have been attracted
considerable attention due to unique chemical structures with diverse biological
activities, encouraging further research in the area. Trichomoniasis is the most
prevalent non-viral sexually transmitted disease (STD) worldwide. This disease
has been linked to serious health consequences, and an increase in the number
of clinical isolates resistant to nitroimidazoles has been reported. Infections
caused by bacteria with different resistance mechanisms represent a major
challenge to the current public health, resulting in high rates of mortality and
morbidity. Pathogenic bacteria have virulence factors, such as the biofilm
formation, which increase the persistence of infections. Due to the biological
potential of marine products and the importance of these infections, the aim of
this study was to evaluate the anti-T. vaginalis, antimicrobial and antibiofilme
activities of the obtained molecule(s) from the fermentation of fungi associated
with marine organism. The 14 fungal strains were isolated from sponges and
corals marine obtained from the coast of Alagoas, Brazil. After production of the
metabolite the mycelium was separated from the medium. The mycelium was
extracted with methanol and the medium with ethyl acetate. The fractions were
subjected to the assays anti-T. vaginalis, antimicrobial and antibiofilm (inhibition
of the formation and eradication) activities. The fractions that showed activity
were subjected to the assays of hemolysis, cytotoxicity evaluation (HMVII and
Vero) and toxicity Galleria mellonella model. The organic fractions of the fungus
Aspergillus niger (FMPV 03) and Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii
complex (FMPV 09) were active against T. vaginalis ATCC 30236 with MIC
values of 2 mg/mL and 1 mg/mL, respectively. These fractions maintained
activity against a metronidazole-resistant clinical isolate (TV-LACM2R) and
presented the same MIC values found for the ATCC isolate. For the
antimicrobial activity, the organic fractions of Aspergillus niger (FMPV 03),
Aspergillus tubingensis (FMPV 06), Trichoderma harzian /Hypocrea lixii
complex (FMPV 09) and Aspergillus sydowii (FMPV 10) were active against S.
epidermidis ATCC 35984. However, only the organic fraction of Aspergillus
niger (FMPV 03) and Aspergillus tubingensis (FMPV 06) demonstrated activity
against P. aeruginosa ATCC 27853. In this test, for both bacteria, MIC values
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did not exceed 1.5 mg/mL. The activity of these fractions was also observed
against the same bacteria in the antibiofilm formation assay, since cell death
occurred. The ability to eradicate biofilms was seen only by the organic fraction
of the Aspergillus flavus (FMPV 01) fungus which was able to remove 52 % of
the already formed biofilm of S. epidermidis ATCC 35984. The absence of
hemolysis of red blood cells was observed in all active fractions. When the in
vitro cytotoxicity evaluation against HMVII and Vero cell lines was performed,
only the organic fraction of Aspergillus niger (FMPV 03) showed no cytotoxic
effect. However, in the test evaluation of in vivo toxicity, none of the tested
samples caused a reduction in the survival of the Galleria mellonella larvae.
Overall, the range of activities reported confirm the potential of marine fungi to
produce bioactive molecules.

Keywords: Marine-associated fungi, anti-Trichomonas vaginalis activity,
antimicrobial activity, antibiofilm activity.
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1. Introduction

Marine fungi are known as a promising source of bioactive natural
products, possessing a diversity of isolated structures in past decades. The
isolation of cephalosporin C, in the 40s, produced by Cephalosporium
acremonium marine fungus, was the precursor of cephalosporins, a class of
antibiotics currently used. Several biological activities have been described
derived from marine fungi, including antitumor, antibacterial, antioxidant,
antiviral, anti-inflammatory, and antiprotozoa [1-3].

Trichomonas vaginalis is the parasite of the urogenital human tract that
causes trichomoniasis, recognized as the most prevalent non-viral sexually
transmitted disease (STD) worldwide and responsible for 276 million new cases
annually [4]. The pathogen has been associated with serious health
consequences including predisposition to cervical and prostate cancers,
pregnancy complications, infertility, pelvic inflammatory disease and it acts as a
co-factor in human immunodeficiency virus (HIV) transmission and acquisition
[5-7]. Two drugs of the class 5-nitroimidazole are approved by the Food Drug
Administration (USA) for the trichomoniasis treatment, metronidazole and
tinidazole [8]; however, the number of T. vaginalis resistant isolates has
increased requiring new alternatives to treat this neglected disease [9, 10].

Infectious diseases are the leading cause of death worldwide and this
high mortality rate is closely linked to infections caused by bacteria [11].
Bacteria occur in an individual form (planktonic) or as cell aggregates (biofilms)
[12]. Biofilms are bacterial communities irreversible adhered to biotic or abiotic
surfaces, encapsulated in a matrix of extracellular polymeric substances
produce by themselves. After its establishment, antimicrobial agents have
difficulty to perfuse into biofilms [13].

Considering the need for new alternatives for the treatment of these
infections and the recognized biological source of bioactive molecules from
marine microorganisms, this study aimed to evaluate the anti-Trichomonas
vaginalis, antibiofilm and antibacterial activities of molecules from fungi in the

marine environment.

2. Material and Methods
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2.1 Fungal Material.

A total of 14 marine fungi were isolate from marine sponges and corals.
Marine organisms were collected from the Praia da Ponta Verde, Alagoas
State, Brazil, in collaboration with the PhD Melissa Landel from Federal
University of Alagoas. The fungi were identified using a molecular biological

protocol by DNA amplification and sequencing of the ITS region.

2.2 Cultivation and extraction.

All fungal strains were grown on potato dextrose agar plates for seven
days at 25 °C. One agar plug (8mm diameter) of each strain were used to
inoculate in erlenmeyers flasks containing 100 mL of 1 % glucose, 0,1 % yeast
extract, 0,1 % potassium chloride, 0,1 % sodium chloride, cultivated at 25 °C
under static conditions for 14 days. After this period, the mycelium was
separated from the culture broth. The broth was extracted with ethyl acetate
(two times), generating an aqueous fraction and an organic fraction. The
mycelium was extracted with methanol (two times), yielding a methanolic
fraction. Then, the extracts obtained were lyophilized and the bioassays were

performed.

2.3 Anti-Trichomonas vaginalis Assay.

The T. vaginalis isolate 30236 (from the American Type Culture
Collection, ATCC, USA), and the fresh clinical isolate TV-LACM2R
(metronidazole-resistant isolate) were used in this study. The fresh isolate was
obtained at Laboratorio de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas, Faculdade de
Farmacia, UFRGS, Brazil, and was registered and stored by cryopreservation at
-80 C° in the T. vaginalis isolates bank of our research team (this survey was
submitted and approved by the UFRGS Ethical Committee, number 18923).
The assay was performed using 96-well microtiter plates with TYM medium,

samples at a concentration of 1 mg/mL, and an initial inoculum of 2.6 x 10°
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trophozoites per mL (30236 ATCC), giving a final volume of 200 pL. After 24 h
of incubation at 37 °C (x0.5), the number of viable trophozoites was measured
using trypan blue dye exclusion (0.2 % [v/v]) in hemocytometer. The inhibitory
minimum concentration (MIC) was determined using only the samples that
reduced under 99 % the parasite viability in the initial screening under an
eightfold dilution (2.0 — 0.0078 mg/mL) and trophozoite viability was evaluated
using trypan blue dye exclusion. MIC value was confirmed by the failure of non-
motile parasites to grow after re-inoculation into drug-free medium. DMSO (0.6
%) was used as vehicle control and the untreated control, the fraction was
replaced by Milli-Q water. Then, only the fraction(s) that produced the lowest
MIC values, which were considered active, were tested against the T. vaginalis
TV-LACM2R fresh clinical isolate. These active fractions were used in the
subsequent experiments. All experiments were performed in triplicate for each

isolate, and with at least three independent cultures (n=3).

2.4 Bacterial growth assay and minimum inhibitory concentration (MIC).

For the antibacterial assay, the S. epidermidis ATCC 35984 and P.
aeruginosa ATCC 27853 were used as model. 80 pyL of the bacterial
suspension (equivalent to 10® CFU/mL), 80 pL of the fermented fractions
(concentration 1 mg/mL in the wells) and 40 uL of tryptone soya broth (TSB)
(Oxoid Ltd, England) were added to 96-well microtiter plates and incubated for a
period of 24 h, at 37 °C. Bacterial growth was evaluated based on the difference
between initial (t = 0 h) and final (t = 24 h) absorbance values at 600 nm in
polystyrene 96-well microtiter plates. Values higher than 100 % represent a
stimulation of bacterial growth in comparison to the vehicle control. The
minimum inhibitory concentration (MIC) to kill 100 % of bacterial cells was
determined under an eightfold dilution (2.0 — 0.0078 mg/mL). 50 yL of a serial
dilution was spread on to Mueller Hinton agar plates to confirm the MIC.
Rifampicin 8 yg/mL and 8 uyg/mL Gentamicin sulphate (Sigma Aldrich®, USA)
was used as a control for the inhibition of bacterial growth of the S. epidermidis
ATCC 35984 and P. aeruginosa ATCC 27853, respectively. DMSO (2 %) was

used as vehicle control and the untreated control, the fraction was replaced by
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Milli-Q water. All experiments were performed in triplicate for each isolate, and

with at least three independent cultures (n=3).

2.5 Antibiofilm formation assay.

For anti-biofilm assay a protocol adapted from Antunes, et. al. [14],
employing crystal violet in 96-well microtiter plates was used and was used the
same bacterial strains from the above test. Then, 80 pL of the bacterial
suspension (equivalent to 10® CFU/mL), 80 uL of the fermented fractions
(concentration 1 mg/mL in the wells) and 40 uL of tryptone soya broth (TSB)
(Oxoid Ltd, England) were added. After incubation period (37 °C for 24 h) the
content of the wells was removed and the wells were washed three times with
sterile saline (0.9%). The remaining attached bacteria were heat-fixed at 60 °C
for 1 h. The adherent biofilm layer formed was stained with 0,4 % crystal violet
for 15 min at room temperature. The satin bound to the cells was solubilized
with Ethanol 99,5 % (Synth) and the absorbance was measured at 570 nm.
DMSO (2 %) was using with vehicle control and was considered 100 % of
biofilm formation and the untreated control, the fraction was replaced by Milli-Q
water. Rifampicin 8 yg/mL (Sigma Aldrich®, USA) and Gentamicin sulphate 8
pMg/mL were utilized as growth control for S. epidermidis ATCC 35984 and P.
aeruginosa ATCC 27853, respectively. All experiments were performed in

triplicate for each isolate, and with at least three independent cultures (n=3).

2.6 Eradication of biofilm and minimal biofilm eradication concentration (MBEC).

The eradication of biofilm assay was performed with different bacterial
strains (S. epidermidis ATCC 35984 and P. aeruginosa ATCC 27853). 80 L of
the bacterial suspension (equivalent to 10® CFU/mL), 80 uL of the water and 40
ML of tryptone soya broth (TSB) (Oxoid Ltd, England) were added in 96-well
microtiter plates. Bacterial strain were grown for 24 h in 96-well microtiter
plates, followed by washing with sterile saline (0.9%), to remove the planktonic
cells and inoculation for more 24 h with 80 pyL of fermentation fractions
(concentration 1 mg/mL in the wells), 80 pL of the sterile saline (0,9%) and 40
ML of tryptone soya broth (TSB) (Oxoid Ltd, England). After this time, the plates
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were washed again and the remaining biofilm was stained with crystal violet for
15 minutes at room temperature followed by solubilization with ethanol 99.5 %
(Synth) and the absorbance was measured at 570 nm. The minimal biofilm
eradication concentration (MBEC) was performed as described by Antunes et
al. [15] with modifications. The bacterial strain was grown for 24 h in 96-well
microtiter plates, after washing, the remaining attached bacteria were
resuspended with 100 uL of TSB (Oxoid Ltd, England) and challenged with a
solution of 100 yL of the fractions in different concentrations (10, 5, 2.5, 1.25,
0.625, 0.312 mg/mL). The plates were incubated for 24 h at 37 °C. Then, the
plates were washed and the remaining biofilm was stained with crystal violet for
15 minutes at room temperature followed by solubilization with ethanol 99.5 %
(Synth) and the absorbance was measured at 570 nm. DMSO (2 %) was using
with vehicle control and the untreated control, the fraction was replaced by Milli-
Q water. Rifampicin 8 yg/mL (Sigma Aldrich®, USA) and Gentamicin sulphate 8
Mg/mL were utilized as growth control for S. epidermidis ATCC 35984 and P.
aeruginosa ATCC 27853, respectively. All experiments were performed in

triplicate for each isolate, and with at least three independent cultures (n=3).

2.7 Hemolysis assay.

Fresh human blood was obtained from healthy voluntary donors. The
Universidade Federal do Rio Grande do Sul Research Ethical Committee
approved documents, procedures and project under authorization CAAE
47423415.5.0000.5347. The erythrocytes were washed three times with PBS 1x
and then suspended in phosphate-buffered saline (PBS) 1x to obtain 1 %
erythrocyte suspension. Then, the erythrocytes were incubated with fermented
active fractions at MIC (highest concentration of MIC in activity assays) and/or
MBEC (or concentration used in the activity experiment) at 37 °C for one hour.
After incubation, the samples were centrifuged at 3000 rpm at 5 min, after the
absorbance supernatant was measured at 540 nm. Each experiment was
carried in triplicate (n=3). Triton-X 100 was used as positive control of

hemolysis. Erythrocytes incubated with PBS were used as negative control.

2.8 Cytotoxicity against HMVII and Vero cells.
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The cells lines HMVIlI and Vero cell lines, representative of vaginal
epithelial melanoma cells and kidney epithelial cells, respectively, were used to
evaluate the in vitro cytotoxicity of the fermented active fractions. HMVII lineage
was grown in RPMI medium, while Vero cells was maintained in DMEM; both
media were supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS) and incubated at
37 °C, 5 % CO2. For this assay, 3.0x10* and 1.0x10* cells/well were seeded in
96-well microtiter plate for 24 hours. After this period, the medium was replaced
by fresh medium containing or not (control condition) the samples at MIC
(highest concentration of MIC in activity assays) and/or MBEC (or concentration
used in the activity experiment). A solution containing 0.2 % Triton-X 100 was
added as a positive control and 0.6 % DMSO as vehicle control. The cytotoxicity
was evaluated after 24 h or 48 h of incubation. After this period, the plates were
wash with  PBS, and 0.5 mg/mL 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) solution was added and kept in the wells for
1 h. The plates were washed with PBS, and the insoluble purple formazan was
dissolved in DMSO. The amount of reduced MTT was measured at 570 nm.

The experiment was performed in triplicate (n=3).

2.9 Cytotoxicity against Galleria mellonela “in vivo” model.

Stock solutions of the active samples in the biological assays (1 mg/kg,
10 mg/kg and 50 mg/kg of the larvae) were prepared. PBS was used as vehicle.
Three groups of ten randomly-selected G. mellonella larvae (weighing 0.2 g —
0.28 g) were injected with 10 uL of each dilution using Hamilton syringe (Sigma
Aldrich®, USA) through the last left pro-leg as described by Kavanagh e Fallon
[16], and showed in figure 01. Control groups of 10 larvae were used. Each
group was injected with 10 yl PBS. Larvae were incubated at 37 °C in Petri
dishes and were observed every 24 hours, for 96 hours and examined for larval
mortality. Larvae were considered dead when they were unmoving, failed to
reorient themselves when placed on their backs and when were unresponsive

to stimuli. The experiment was performed in triplicate (n=3).
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Figure 1: Injection of G. mellonella larvae with the active samples in the

biological assays, through the last left pro-leg.

2.10 Statistical analyses.

Student’s t test was used for comparisons between the samples with DMSO
control. The results are expressed as the mean = SEM of at least three
individual experiments. P < 0.001 was considered statistically significant

difference.

3. Results

A total of 14 fungal strains from sponge and coral samples were isolate

and identified using molecular biology (Table 1).

Table 1. Fungi isolated from marine sponges and corals.

Sample Fungal Strain (Genbank) Substrate source
code

FMPV 01 Aspergillus flavus Haliclona melana
FMPV 02 Aspergillus ruber Tedania ignis
FMPV 03 Aspergillus niger Palythoa variabilis
FMPV 04 Aspergillus flavus Palythoa variabilis
FMPV 05 Phoma sp. (UM 255) Palythoa caribaeorum
FMPV 06 Aspergillus tubingensis Zoanthus sociatus
FMPV 07 Hyphopichia sp. Zoanthus sociatus
FMPV 08 Cladosporium colombiae Haliclona chlorilla
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FMPV 09 Trichoderma harzianum /

Hypocrea lixii complex Haliclona chlorilla
FMPV 10 Aspergillus sydowii Haliclona chlorilla
FMPV 11 Aspergillus flavus Palythoa variabilis
FMPV 12 Not defined Chondrosia collectrix
FMPV 13 Not defined Chondrosia collectrix
FMPV 14 Microsphaeropsis arundinis Siderastrea stellata

The biological activity of the fractions obtained from the fermentation of
14 fungal strains was screened in vitro against T. vaginalis ATCC 30236. The
organic phase of Aspergillus niger (FMPV 03) and Trichoderma
harzianum/Hypocrea lixii complex (FMPV 09) showed strong reduction (more
than 99 %) of T. vaginalis viability at 1 mg/mL (Figure 2). These active fractions
were submitted to the MIC assay and both exhibited low MIC values, showed in
Table 2. Therefore, one fresh clinical isolate metronidazole-resistant (TV-
LACM2R) was tested only against these two active fractions, FMPV 03 and
FMPV 09. Both samples were effective against this resistant isolate and present

the same MIC value of 2 mg/mL and 1 mg/mL, respectively (Table 2).
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Figure 2. Anti-T. vaginalis activity of fraction fermentation of marine fungal
associate. Bars represent the mean + SD of three different experiments
performed in triplicate. *Represents statistical significance p<0.001 by t-Student

test compared with DMSO control.

The antimicrobial activity of the fractions can be observed in both models
(Figure 3a and 3b), four organic fractions (organic phase: FMPV 03, FMPV 06,
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FMPV09, FMPV 10) showed activity for S. epidermidis ATCC 35984.
Considering P. aeruginosa ATCC 27853, two organic fractions (organic phase:
FMPV 03 and FMPV06) demonstrated activity and the rate inhibition of bacterial
growth was higher than 90 % in both models. All the fractions with activity over
90 % in the screening had the MIC values determined (Table 02). Biofilm
formation was also affected by the same fractions, however, this inhibition
resulted from the antimicrobial activity of the samples tested due to death of
bacterial cells.

The figure 03 shows the effect of the fractions on the biofilm already
formed. The organic phase of Aspergillus flavus (FMPV 01) showed a decrease

of 52 % of the biofilm already formed when compared to the control.
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* represents significant difference in relation to positive control of each isolated (t-test: p<0,001)

Figure 3. Antimicrobial and antibiofilm formation activities obtained from
fermentation fractions of fungal associated with marine organisms against a S.
epidermidis ATCC 35984 and b against P. aeruginosa ATCC 27853. ¢
Percentage of remaining biofilm in S. epidermidis and P. aeruginosa
established biofilm treated with fermentation fraction of fungal associated with
marine organisms. *Represents statistical significance p<0.001 by t-Student test

compared with DMSO control.

Table 2. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimal biofilm eradication

concentration (MBEC) of fraction fermentation of marine fungal associate

FMPV 01 FMPV 03 FMPV 06 FMPV 09 FMPV 10

(organic (organic (organic (organic (organic
phase) phase ) phase) phase) phase)
MIC S. epidermidis N.D. 1.5mg/mL 1.5mg/mL 0.25mg/mL 1 mg/mL
ATCC 35985
P. aeruginosa N.D. 1.0 mg/mL 1.0 mg/mL N.D. N.D.
ATCC 27853
T. vaginalis N.D. 2.0 mg/mL N.D. 1.0 mg/mL N.D.
ATCC 30236
T. vaginalis N.D. 2.0 mg/mL N.D. 1.0 mg/mL N.D.
TV-LACM2R
(fresh clinical)®
MBEC S. epidermidis N.F. N.D. N.D. N.D. N.D.
ATCC 35985

N.D., not determined.
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N. F., not found. At the concentrations tested, it was not possible to determine
the MBEC value of the sample.
& Metronidazole-resistant isolate.

The hemolytic test was performed for predict the damage in cellular
membrane of the activity fractions upon mammalian cells. The active fractions
not promote a significant hemolytic effect after one hour incubation, as showed
in table 3. Besides, the viability of HMVII and Vero cells was evaluated in order
to determine the potential cytotoxicity of the active fractions of the marine
fermented. As showed in Figure 04, the organic phase of Aspergillus niger
(FMPV 03) showed no cytotoxic effects against HMVII and Vero cells, in tested
times. However, the organic phase of Aspergillus flavus (FMPV 01), Aspergillus
tubingensis (FMPV 06), Trichoderma harzianu / Hypocrea lixii complex (FMPV
09) and Aspergillus sydowii (FMPV 10) presented cytotoxic effects in the cells

lines tested.

Table 3. Hemolytic effect of fraction fermentation of marine derivate fungal.

Samples % Hemolysis?
Positive control (Triton-X 100) 100+ 0
Negative Control 5+7
FMPV 01 (organic phase — 1 mg/mL) 8+4
FMPV 03 (organic phase — 2 mg/mL) 917
FMPV 06 (organic phase — 1.5 mg/mL) 12 + 4
FMPV 09 (organic phase — 1 mg/mL) 17+ 4
FMPV 10 (organic phase — 1 mg/mL) 22+2

#The values represent the mean * standard deviation.
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Fig 4. Effect of the fermentation fraction of marine fungal on the viability of

Organic Phase

HMVII and Vero Cells. *Represents statistical significance p<0.001 by t-Student
test compared with DMSO control regarding the results about mammal cell
viability.

In addition, to investigate the in vivo cytotoxicity the G. mellonella model
was used. In this assay, none of the tested fractions decreased the survival of
the Galleria mellonella larvae, in the evaluated concentrations (Table 4).
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Table 4. Percentage of survival of the Galleria mellonella larvae post injection of

the fermentation fraction of marine fungal.

Sample Dosage Galleria mellonella survival (Percentage)
Concentration
(mg/kg larvae)

O hour 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours

Control (PBS) 1 100 100 100 100 100

10 100 100 100 100 100

50 100 100 100 100 100

FMPV 01 1 100 100 100 100 100
(organic
fraction)

10 100 100 100 100 100

50 100 100 100 100 100

FMPV 03 1 100 100 96.6 96.6 96.6
(organic
fraction)

10 100 100 100 100 100

50 100 100 100 100 100

FMPV 06 1 100 100 100 100 100
(organic
fraction)

10 100 100 100 100 100

50 100 96.6 96.6 96.6 96.6

FMPV 09 1 100 96.6 96.6 96.6 96.6
(organic
fraction)

10 100 100 100 100 100

50 100 100 100 100 100

FMPV 10 1 100 100 100 100 100
(organic
fraction)

10 100 100 100 100 100

50 100 100 100 100 100

4. Discussion

In recent years, marine natural products has attracted considerable

attention due to their uniqgue chemical structures with diverse biological and
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pharmacological activities. Much of this potential is related to marine
microorganisms such as bacteria and fungi. Fungi, in particular, have proven to
be a promising source of molecules with various bioactivities, including anti-
tumor, antibacterial, antiviral, anti-inflammatory, antioxidant, antifungal, and
anti-protozoa [1-3, 17].

Trichomoniasis is the most common non-viral sexually transmitted
disease worldwide [4]. Treatment is limited because it is based on only two
options, metronidazole and tinidazole. Taking into account the increasing
incidence of resistance to these drugs, about 10 % of clinical T. vaginalis
isolates, treatment has become a challenge, requiring new therapeutic
alternatives [18, 19]. Anti-T. vaginalis activity assay revealed that two fractions
were active against trophozoites (ATCC 30236). The organic fractions of the
fungus Aspergillus niger (FMPV 03) and Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii
complex (FMPV 09) were active at low concentrations, with MIC values of 2
mg/mL e 1 mg/mL, respectively. The activity against the metronidazole-resistant
clinical isolate (TV-LACM2R) was also investigated by testing the active
samples. The activity of two fractions was maintained against the resistant
isolate, with the same MIC values. The MIC values are not considered to be
high since they are not pure molecules once that is expected to reduce the MIC
after purification of active compounds.

Metronidazole and tinidazole penetrate into the parasite cell by passive
diffusion in an inactive form. They are converted to the active form by the
reduction of the nitro group through electron donation from components of the
parasite’s redox pathway to produce a nitro-radical anion. The cytotoxic nitro-
radical anion induces breakage of trophozoites double-stranded DNA, causing
their death [20]. Taking into account that we found activity of the fractions
against the metronidazole-resistant isolate, it is plausible to suggest that the
mechanism of action of the samples differs from that of the reference drug. This
is considered a promising result as options for the treatment of trichomoniasis
are scarce and the metronidazole resistance is increasing. However, further
studies are needed to determine the actual mechanism of death of the active
samples.

The anti-T. vaginalis activity by natural products derivatives has been

observed. Frasson et al. [21], demonstrated in vitro activity of roots aqueous
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extract of the plant Polygala decumbens from the Caatinga Brazilian biome,
with MIC of 1.56 mg/mL. Aditional studies in the same group pointed to the
antiprotozoal potential of alkaloids of the Amaryllidaceae species against T.
vaginalis [22].

Regarding marine natural products, a survey evaluated the activity
against T. vaginalis trophozoites of marine fungi found in the South Brazilian
Coast . A total of 42 marine-associated fungal species were selected to be
screened. Of these, two filtrate from Hypocrea lixii and Penicillium citrinum
showed significant growth-inhibition activity, with MIC value of 2.5 mg/mL [23].
On the basis of morphological, cultural characters and DNA sequence data
analysis, Hypocrea lixii was found to be the sexual state of T. harzianum [24].
The reduction of viability of the trophozoites of the fermented Trichoderma
harzianum/Hypocrea lixii complex (FMPV 09) was also observed in our study,
highlighting the potential of the activity of this fungus against T. vaginalis,
requiring further studies in order to elucidate the molecules responsible for this
activity. Direct comparison between our work with Scopel et al. [23] was not
possible, since in his article the authors use crude extracts and in our study we
work with fractions.

For antimicrobial activity, the organic fractions of the Aspergillus niger
(FMPV  03), Aspergillus tubingensis (FMPV  06), Trichoderma
harzianu/Hypocrea lixii complex (FMPV 09), Aspergillus sydowii (FMPV 10)
fungi were active against S. epidermidis ATCC 35984. However, against P.
aeruginosa ATCC 27853 only the organic fractions of the Aspergillus niger
(FMPV 03) and Aspergillus tubingensis (FMPV 06) showed activity. In this test,
for both bacteria, MIC values did not exceed 1.5 mg/mL. This activity was also
observed for the antibiofilm formation assay, however, this inhibition is related
to antimicrobial activity of fractions, being dependent on bacterial cell death.
Molecules with antimicrobial activity have been described from various species
of marine fungi. The polybromide phenyl ether from marine-derived Aspergillus
sp. fungus showed pronounced antibacterial activity against S. epidermidis with
MIC value of 0.556 uM [25]. Qiao et al. [26] reported antimicrobial activity
against Escherichia coli of the indoloditerpene derivatives that were isolated
from an endophytic fungus Aspergillus oryzae, obtained from the marine red

alga Heterosiphonia japonica.
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The ability to eradicate the biofilm was observed only in the organic
fraction of the Aspergillus flavus (FMPV 01), which was able to remove 52 % of
the already formed biofilm of the S. epidermidis ATCC 35984. Considering that
the organic fraction of FMPV 01 is not a pure molecule and the difficulty of
eradicating the already formed biofilm, which is 10 to 1000-fold more tolerant to
antimicrobial agents when compared to free bacteria [27], the activity of this
fraction is considered promising, with great potential to act removing biofilms of
S. epidermidis, the most common bacteria found in medical devices.

The hemolytic assay evaluated possible cytotoxic mechanisms involving
membrane damage. Our results showed that the organic fractions FMPV 01,
FMPV 03, FMPV 06, FMPV 09 and FMPV 10 not caused significant hemolytic
effects after one hour of incubation. This results suggesting that these fractions
cause few toxic effects toward plasma membranes.

Then, the active fractions were evaluated for their cytoxicity against
mammalian cells using the HMVII and Vero cells lineages. Corroborating the
result observed in the hemolytic assay, the organic fraction of the Aspergillus
niger (FMPV 03), showed no cytotoxicity against the cell lines studied.
Interestingly, although not caused notable hemolytic effect, the organic fraction
of the Aspergillus flavus (FMPVO01), Aspergillus tubingensis (FMPV 06),
Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii complex (FMPV 09) and Aspergillus
sydowii (FMPV 10) showed cytotoxic effects against both cell lines. A similar
observation has already been described for Scopel et al. [23], wherein the
filtered fermentation of the Hypocrea lixii fungus showed strong cytotoxicity
against Vero cells.

To evaluate the toxic effects in vivo, was used of the Galleria mellonella
model. The G. mellonella model has been used in the investigation of the
virulence of many human pathogens (bacteria and fungi) due to their similarities
between the innate system of insects and mammals [16]. Furthermore, the
toxicity of compounds has been evaluated in this model. Gilbreel and Upton [28]
evaluated the toxicity of epidermicin, a novel antimicrobial peptide that has
potent activity against Gram-positive pathogens, using this model. In this study,
also it was not observed visible death or injury of larvae G. mellonela.

Almost all fractions tested displayed 100 % survival rates of G. mellonella

larvae at the concentrations tested. All fractions tested, even at increased dose
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administration of 1, 10, and 50 mg/kg of the larvae did not affect survival G.
mellonella, even those fractions that showed cytotoxic effects against
mammalian cells.

In summary, the biological activities presented by the organic fractions of
Aspergillus flavus (FMPVO01), Aspergillus niger (FMPV 03), Aspergillus
tubingensis (FMPV 06), Trichoderma harzianu/Hypocrea lixii complex (FMPV
09), Aspergillus sydowii (FMPV 10) fungi indicate that the metabolites
responsible for the activity are extremely promising. It is important to emphasize
that although some samples have shown cytotoxicity against mammalian cells
(HMVII and VERO cells) in vitro, they had no effect on survival of G. mellonella
larvae when the in vivo toxicity was evaluated. The range of activities of the
metabolites from marine fungi highlights the importance of search of
biomolecules in these sources, and studies in order to purify and clarify the

active molecules are being carried out.
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Abstract

Marine fungi have shown as source of bioactive molecules due to the diversity
of secondary metabolites they produce. Trichomoniasis is the most prevalent
non-viral sexually transmitted disease (STD) worldwide. This STD has been
linked to serious health consequences, and an increase in the number of clinical
isolates resistant to nitroimidazoles has been reported. On the other hand,
infectious diseases caused by bacteria represent a major challenge to the
current public health causing high rates of mortality and morbidity. The aim of
this study was isolate, purify and elucidate the secondary metabolites from the
Aspergillus niger fungus responsible for anti-T. vaginalis and antimicrobial
activities. Aspergillus niger was isolated from marine coral Palythoa variabilis
obtained from the coast of Alagoas, Brazil. After production of the metabolite
the mycelium was separated from the medium. The mycelium was extracted
with methanol and the medium with ethyl acetate. The organic fraction (ethyl
acetate) was fractionated using the RP-18 column with methanol as eluent.
Anti-Trichomonas vaginalis and antimicrobial activities and toxicity against
Galleria mellonella model were evaluated. Organic phase from Aspergillus niger
culture was active against T. vaginalis (ATCC 30236 and TV-LACMZ2R),
Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa and was
fractionated using the RP-18 column. Seven fractions were obtained, and the
first (100% H,O water), retained activity in the bioassays. The active fraction
was subjected to thin layer chromatography (TLC) on silica, showing four visible
bands (Ultra Violet) which stained for anisaldehyde-sulfuric acid reagent,
indicating the presence of terpenoids, propilpropanoides, and/or saponins and
for ninhydrin reagent, suggesting biogenic amines and/or amino acids. Using
the Galleria mellonella larvae as model for in vivo assay, all fractions tested
displayed 100% survival rates using dose administration of 1, 10, and 50 mg/kg.
However, more studies will be performed in order to isolate and purify the

metabolites responsible for the described activities.

Keywords: Aspergillus niger, metabolites, anti-Trichomonas vaginalis activity,

antimicrobial activity.
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1. Introduction

More than 70% of earth’s surface is covered by oceans, representing one
invaluable biodiversity. Marine natural products have attracted the attention
due to the diversity of secondary metabolites isolated in recent decades,
stimulating research in this environment (Ebada et al., 2008). Especially,
marine fungi have shown promising due to the diversity of secondary
metabolites (Kjer et al., 2010). It is estimated that, about 150 to 200 new
compounds are identified from marine fungi annually (Moghadamtousi et al.,
2015).

Aspergillus spp. are filamentous fungi known for their medical and
commercial importance. Species such as A. niger, A. oryzae, A. flavus and A.
fumigatus have been sources of drugs, toxins, and industrial enzymes (Sanchez
et al., 2012; Bromann et al.,, 2014). Several novel compounds have been
isolated from this genus, including alkaloids, peptides, polyketides, terpenes,
sterols, and cerebroside analogues, and many of these metabolites possess
interesting biological properties (Lee et al., 2013).

Trichomoniasis, caused by the flagellated protozoan Trichomonas
vaginalis, is the most common non-viral sexually transmitted disease (STD)
worldwide (Who, 2012). This infection has been associated with serious
consequences including adverse outcomes (Cotch et al.,, 1997), infertility
(Grodstein et al., 1993), predisposition to cervical cancer (Viikki et al., 2000)
and pelvic inflammatory disease (Cherpes et al., 2006). Moreover,
trichomoniasis is a cofactor in human immunodeficiency virus (HIV)
transmission and acquisition (Van Der Pol et al., 2008). Taking into
consideration, the number of T. vaginalis resistant isolates has increased and
that there are only two drugs, metronidazole and tinidazole, are approved by
the Food and Drug Administration (USA) it is necessary to search for new
alternatives for the treatment of this STD (Sobel et al., 1999; Helms et al., 2008;
Secor et al., 2014).

Due to the importance of infectious diseases in modern medicine, a great
challenge is development of novel therapeutic approaches for the treatment of
bacterial infections (Hentzer e Givskov, 2003; Rasko e Sperandio, 2010). In the

United States at least two million people get serious infections related with
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bacteria resistant to one or more antimicrobials, and at least 23,000 people die
each year as a direct result of this resistance (CDC, 2013). Antimicrobial
resistance is related to their overuse and misuse, and the lack of development
of new alternatives for treatment (Ventola, 2015).

The search for new compounds for the treatment of these infections and
the remarkable potential of natural products from marine fungi, drive us to
isolate, purify and elucidate the secondary metabolites from the Aspergillus

niger fungus responsible for anti-T. vaginalis and antimicrobial activities.

2 Material and Methods

2.1 Fungal Material. The marine fungus Aspergillus niger was isolate from
Palythoa variabilis marine coral collected from Praia da Ponta Verde, Alagoas
State, Brazil, in collaboration with the PhD Melissa Landel from Federal
University of Alagoas. The fungi were identified using a molecular biological

protocol by DNA amplification and sequencing of the ITS region.

2.2 Cultivation and extraction. Fungus strain was grown on potato dextrose agar
plates for seven days at 25 °C. One agar plug (8 mm diameter) of each strain
were used to inoculate in erlenmeyers flasks containing 100 mL of 1 %
glucose, 0,1 % yeast extract, 0,1 % potassium chloride, 0,1 % sodium chloride,
cultivated at 25 °C under static conditions for 14 days. After this period, the
mycelium was separated from the culture broth. The broth was extracted with
ethyl acetate (Two times), generating an aqueous fraction and an organic
fraction (EtOAc). The mycelium was extracted with methanol, yielding a
methanolic fraction (Two times). Only the fraction that produced the best results
were used in the subsequent fractioning. The EtOAc — soluble material (2,8 g)
was then fractionated by RP-18 columns using gradient methanol:water as
solvent system. Seven fractions were obtained, the fraction 1 (100 % water)
was active in all biologic assays. This fraction was subjected to thin layer
chromatography with water:butanol:acetic acid (5:4:1) as the mobile phase and
revealed with different dyes chromatographic.
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2.3 Anti-Trichomonas vaginalis Assay. The T. vaginalis isolate 30236 (from the
American Type Culture Collection, ATCC, USA), and the fresh clinical isolate
TV-LACM2R (metronidazole-sensitive and -resistant isolates) were used in this
study. The fresh isolate was obtained at Laboratério de Analises Clinicas e
Toxicologicas, Faculdade de Farmacia, UFRGS, Brazil, and was registered and
stored by cryopreservation at -80C° in the T. vaginalis isolates bank of our
research team (this survey was submitted and approved by the UFRGS Ethical
Committee, number 18923). The assay was performed using 96-well microtiter
plates with TYM medium, samples at a concentration of 1 mg/mL, and an initial
inoculum of 2.6 x 10° trophozoites per mL, giving a final volume of 200 uL. After
24 h of incubation at 37 °C (x0.5), the number of viable trophozoites was
measured using trypan blue dye exclusion (0.2% [v/v]) in hemocytometer. All
experiments were performed in triplicate for each isolate, and with at least three

independent cultures (n=3).

2.4 Bacterial growth assay. The T. vaginalis isolate 30236 (from the American
Type Culture Collection, ATCC, USA), and the fresh clinical isolate TV-LACM2R
(metronidazole-resistant isolate) were used in this study. The fresh isolate was
obtained at Laboratério de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas, Faculdade de
Farmacia, UFRGS, Brazil, and was registered and stored by cryopreservation at
-80 C° in the T. vaginalis isolates bank of our research team (this survey was
submitted and approved by the UFRGS Ethical Committee, number 18923).
The assay was performed using 96-well microtiter plates with TYM medium,
samples at a concentration of 1 mg/mL, and an initial inoculum of 2.6 x 10°
trophozoites per mL (30236 ATCC), giving a final volume of 200 pL. After 24 h
of incubation at 37 °C (x0.5), the number of viable trophozoites was measured
using trypan blue dye exclusion (0.2 % [v/v]) in hemocytometer. DMSO (0.6 %)
was used as vehicle control and the untreated control, the fraction was replaced
by Milli-Q water. All experiments were performed in triplicate for each isolate,

and with at least three independent cultures (n=3).

2.4 Bacterial growth assay, For the antibacterial assay, the S. epidermidis
ATCC 35984 and P. aeruginosa ATCC 27853 were used as model. 80 uL of the

bacterial suspension (equivalent to 10° CFU/mL), 80 pL of the fermented
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fractions (concentration 1 mg/mL in the wells) and 40 pL of tryptone soya broth
(TSB) (Oxoid Ltd, England) were added to 96-well microtiter plates and
incubated for a period of 24 h, at 37 °C. Bacterial growth was evaluated based
on the difference between initial (t = 0 h) and final (t = 24 h) absorbance values
at 600 nm in polystyrene 96-well microtiter plates. DMSO (2 %) was used as
vehicle control and the untreated control, the fraction was replaced by Milli-Q
water. Values higher than 100 % represent a stimulation of bacterial growth in
comparison to the vehicle control. Rifampicin 8 yg/mL and 8 ug/mL Gentamicin
sulphate (Sigma Aldrich®, USA) was used as a control for the inhibition of
bacterial growth of the S. epidermidis ATCC 35984 and P. aeruginosa ATCC
27853, respectively. All experiments were performed in triplicate for each

isolate, and with at least three independent cultures (n=3).

2.5 Cytotoxicity against Galleria mellonella in vivo model. Stock solutions of the
active fraction in the biological assays (1 mg/kg, 10 mg/kg and 50 mg/kg of the
larvae) were prepared. PBS was used as vehicle. Three groups of ten
randomly-selected G. mellonella larvae (weighing 0.2 g — 0.28 g) were injected
with 10 pL of each dilution using Hamilton syringe through the last left pro-leg
as described by Kavanagh e Fallon, 2010. Control groups of 10 larvae were
used. Each group was injected with 10 uL PBS. Larvae were incubated at 37 °C
in Petri dishes and were observed every 24 hours, during 96 hours and
examined for mortality. Larvae were considered dead when they were
unmoving, failed to reorient themselves when placed on their backs and when

were unresponsive to stimuli. The experiment was performed in triplicate (n=3).
3 Results
The biological activity of the fractions (aqueous phase, organic phase

and methanolic phase) was screened. The organic phase from Aspergillus niger

culture was active in all biologics assays (Figure 1).
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Figure 1. Anti-T. vaginalis e antimicrobial activity of aqueous phase (Broth),
organic phase (Broth) and methanolic phase (Mycelium) obtained from
fermentation of A. niger fungus, at the concentration of 1 mg/mL. Bars represent
the mean = SD of three different experiments performed in triplicate.
*Represents statistical significance p<0.001 by t-Student test compared with
DMSO control.

The bioguided fractionation of the organic phase (EtOAc) was performed
using RP-18 column. Seven fraction were obtained, but only the first fraction
(100% water) maintained the activity in all biological assays, not observed any
activity in the other fractions (Figure 2 and figure 3).
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Figure 2. Anti-T. vaginalis activity of fraction of RP-18 column, at the
concentration 1 mg/mL. Bars represent the mean = SD of three different
experiments performed in triplicate. *Represents statistical significance p<0.001
by t-Student test compared with DMSO control.
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Figure 3. Antimicrobial activity obtained from fraction of RP-18 column against
S. epidermidis ATCC 35984 and against P. aeruginosa ATCC 27853, at the
concentration 1 mg/mL. *Represents statistical significance p<0.001 by t-
Student test compared with DMSO control.
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The fraction 1 (100% water) was subjected to thin layer chromatography
with water:butanol:acetic acid (5:4:1) as mobile phase and revealed with
different dyes as observed in the table 1.

Table 1. Thin layer chromatography of the fraction 1 (100% water) revealed with

different dyes.

DYES RESULT
lodine Four bands
Iron-I1I-Chloride reagent Negative
Natural products-polyethylene glycol Negative
reagent (NP/PEG)
Dragendorff reagent Negative
Ninhydrin reagent Four bands (between pink and purple)
Anisaldehyde-sulfuric acid reagent Four bands (three blue, one green)

To investigate the in vivo cytotoxicity of the fraction 1 (100% water) the
G. mellonela model was used. In this assay, it was not observed decreased the
survival of the G. mellonela larvae (100 % survival), in the evaluated

concentrations (Table 2).

Table 2. Percentage of survival of the Galleria mellonella larvae post injection of

the fraction 1 (100% water). PBS was used as vehicle control.

Sample Dosage Galleria mellonella survival (Percentage)
Concentration
(mg/kg larvae)

O hour 24 hours 48 hours 72 hours 96 hours

Control (PBS) 1 100 100 100 100 100
10 100 100 100 100 100

50 100 100 100 100 100

100% water 1 100 100 100 100 100
10 100 100 100 100 100

50 100 100 100 100 100

4. Discussion
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After fermentation, biological assays were performed in order to evaluate
the anti-T. vaginalis (ATCC 30236 and TV-LACM2R) and the antimicrobial (S.
epidermidis ATCC 35984 and P. aeruginosa ATCC 27853) activities. The
organic phase from Aspergillus niger culture was active and we start bioguided
fractionation using the RP-18 column with methanol as eluent. Seven fractions
were obtained, and the first (100% H,O water), retained activity in all bioassays.
The active fraction was subjected to TLC, which stained for anisaldehyde-
sulfuric acid reagent, indicating the presence of terpenoids, propilpropanoides
and/or saponins, and ninhydrin reagent, suggesting biogenic amines and/or
amino acids (Wagner e Bladt, 1996).

Aspergillus niger is known as producer of enzymes and metabolites
(Bromann et al., 2014). Li et al. (2015) described new naphthopyrans derived
from marine fungus Aspergillus niger obtained collected mud samples from the
coast of Huludao, China, with antiproliferative activity in vitro.

The fraction 1 (100% water) displayed 100% survival rates of G.
mellonella larvae, even at increased dose administration of 1, 10, and 50 mg/kg
of the larvae did not affect survival G. mellonella.

However, it is evident the potential of metabolites produced by the fungus
Aspergillus niger, and more studies will be performed in order to isolate and

purify the metabolites responsible for the described activities.
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V. Discussao Geral







Os oceanos cobrem mais de 70% da superficie da terra, possuindo uma
diversidade biologica inestimavel. Nos ultimos anos, os produtos de origem
marinha tém recebido consideravel atencdo e isso se deve a muitos deles
possuirem diversas atividades biologicas e farmacologicas. Muito desse
potencial esta relacionado aos micro-organismos marinhos, como bactérias e
fungos. Os fungos, particularmente, tém se mostrado uma fonte promissora de
moléculas com diversas bioatividades. Em seu histérico destacam-se as
atividades antitumoral, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, antioxidante,
antifingica e antiprotozoaria (Saleem et al., 2007; Rateb e Ebel, 2011; Blunt et
al., 2015). Dessa forma, existe um grande potencial nos metabdlitos obtidos de
fungos marinhos no desenvolvimento de novos farmacos. O Brasil possui cerca
de 7.000 km de zona costeira (IBGE), apresentando uma biodiversidade
variada, possuindo caracteristicas promissoras na obtencdo sustentavel de
compostos com propriedades terapéuticas.

Neste sentido, o presente trabalho conduziu a avaliacdo da atividade
bioldgica de derivados de fungos associados a organismos marinhos. Devido a
importancia das infeccbes causadas por T. vaginalis e por bactérias tanto na
forma plancténica quanto de biofilme, investigou-se a atividade anti-
Trichomonas vaginalis e a atividade antimicrobiana e antibiofilme, frente a duas
cepas bacterianas, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa.

T. vaginalis € o parasito causador da tricomoniase, sendo um sério
problema de salde publica. Por ndo ser uma doenca de notificacao
compulsoria, os dados de prevaléncia/incidéncia podem estar subestimados. O
parasito reside no trato urogenital de homens e mulheres, causando uretrites,
prostatites, vaginites, complicacdes na gravidez, doenca inflamatoria pélvica,
predisposicdo ao cancer cervical e de proOstata, infertilidade, além de atuar
como um cofator na aquisi¢cdo e transmissédo do virus HIV (Fichorova et al.,
2012).

O metronidazol e o tinidazol sdo os Unicos farmacos recomendados pelo
FDA para o tratamento da tricomoniase. A ocorréncia de casos resistentes tem
sido relatada, e por ndo haver tratamento alternativo aos nitroimidazois, a
busca por novos compostos com mecanismos de agao distintos dos farmacos

aprovados pelo FDA torna-se necessaria.
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Doencas infecciosas sado as principais causas de mortes no mundo,
sendo que as infecgbes bacterianas contribuem para estas altas taxas de
mortalidade (Rasko e Sperandio, 2010). Nas ultimas décadas a associacdo das
doencas infecciosas graves com elevadas taxas de resisténcia bacteriana vém
aumentando substancialmente, dificultando o tratamento (Jones, 2001). Além
disso, as bactérias patogénicas possuem fatores de viruléncia, que auxiliam no
estabelecimento e efetivacdo da doenca. A secrecado de toxinas, o quorum
sensing e a formacéao do biofilme fazem parte desses fatores de viruléncia (Hett
e Hung, 2009).

A maioria das bactérias vivem organizadas na forma de biofilmes, ja que
dentro dessas estruturas sdo mais resistentes aos antibidticos e a resposta
imune do hospedeiro, permitindo o desenvolvimento das infeccBes
persistentes, sendo este um importante fator de viruléncia (Davies, 2003).
Diante disso, fica evidente a necessidade da pesquisa de novas moléculas com
atividade bactericida e/ou que atuem sobre o biofilme.

Sendo assim, no Capitulo |, foi determinada a atividade das fracdes
obtidas da fermentacéo de 14 fungos associados a organismos marinhos. Para
avaliacdo da atividade anti-Trichomonas vaginalis, foi utilizado o isolado ATCC
30236, e o isolado clinico resistente ao metronidazol TV-LACM2R, nas fracfes
gue demonstraram atividade frente ao ATCC. Para determinacdo da atividade
antimicrobiana e antibiofilme foram selecionadas as cepas S. epidermidis
ATCC 35984 e P. aeruginosa ATCC 27853.

A fermentacdo das 14 cepas fangicas foi realizada por 14 dias, sob
condicOes estaticas. Apos esse periodo, a fermentacdo foi interrompida e o
micélio separado do caldo fermentado. O micélio foi extraido com metanol,
gerando a fragdo metanodlica. Ja o meio foi extraido com acetato de etila,
gerando uma fragcdo aquosa e uma fracdo organica. Todas as fracdes foram
submetidas aos ensaios de atividade bioldgica citados anteriormente.

A atividade das fracdes frente ao T. vaginalis ATCC 30236 foi avaliada.
Das fragOes testadas, somente as fragcdes organicas dos fungos Aspergillus
niger (FMPV 03) e Complexo Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii (FMPV 09)
demonstraram atividade pronunciada, com valores de MIC de 2 mg/mL e 1
mg/mL, respectivamente. A atividade frente ao isolado clinico resistente ao

metronidazol (TV-LACM2R) também foi investigada para as amostras ativas
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contra o isolado ATCC. A atividade das duas fracbes foi mantida frente ao
isolado resistente, observando-se os mesmos valores de MIC. Os valores de
MIC ndo séo considerados elevados, ja que ndo se trata de moléculas puras,
uma vez que é esperada uma reducdo da MIC apds a purificacdo dos
compostos ativos.

O mecanismo pelo qual o metronidazol atua corresponde a penetracéo
do farmaco na célula por difusdo passiva, posteriormente ocorre a reducao do
grupamento nitro pela doacdo de elétrons de componentes da via redox do
parasito para produzir radicais anion. Esses radicais citotdéxicos induzem a
quebra da dupla fita de DNA dos trofozoitos, provocando a morte (Kulda,
1999). Devido a atividade das fracdes ter se mantido para o isolado resistente
ao metronidazol, sugere-se que 0 mecanismo pelo qual ocorreu a morte dos
trofozoitos seja diferente do farmaco de referéncia, sendo esse um resultado
promissor ja que as opcgdes para o tratamento da tricomoniase sdo escassas e
existem relatos de cepas resistentes aos nitroimidazois. No entanto, mais
estudos devem ser realizados para a determinacdo do real mecanismo de
morte das amostras ativas.

Ha relatos na literatura de atividade anti-T. vaginalis de derivados de
produtos naturais. Frasson et al. (2012) demonstraram a atividade in vitro do
extrato aquoso das raizes da planta Polygala decumbens, uma planta obtida da
Caatinga, observando-se uma MIC de 1,56 mg/mL. Outro estudo em nosso
grupo, apontou para o potencial antiprotozoario da espécie Amaryllidaceae
contra T. vaginalis (Vieira et al., 2011).

Em relacdo aos produtos naturais de origem marinha, foi encontrada
uma pesquisa que avaliou o potencial anti-T. vaginalis de fungos marinhos
obtidos da Costa do Sul Brasileira. Um total de 42 espécies de fungos
associados a organismos marinhos foram selecionados para avaliacdo da
atividade frente ao protozoario. Destes, duas amostras do filtrado de Hypocrea
lixii @ Penicillium citrinum revelaram uma significativa atividade na inibicdo do
crescimento dos trofozoitos (ATCC 30236 e TV-LACMZ2R), sendo os valores de
MIC encontrados 2,5 mg/mL (Scopel et al, 2013). Com base nas
caracteristicas culturais, morfologicas e analise de dados de sequéncia de
DNA, Hypocrea lixii foi encontrado como sendo o estado sexual de T.

harzianum (Chaverri et al., 2003) A atividade do fermentado do complexo
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Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii (FMPV9) também foi observado em
nosso estudo, destacando o potencial para a atividade anti-T. vaginalis deste
fungo, necessitando de mais estudos para estabelecer as moléculas
responsaveis por essa atividade.

No que diz respeito a atividade antimicrobiana, as fracbes organicas
FMPV 03 (Fungo Aspergillus niger), FMPV06 (Fungo Aspergillus tubingensis),
FMPV09 (Complexo Trichoderma harzianum / Hypocrea lixii ), FMPV10 (Fungo
Aspergillus sydowii) apresentaram atividade contra S. epidermidis ATCC
35984. J4 para P. aeruginosa ATCC 27853, somente as fracbes organicas
FMPV 03 (Fungo Aspergillus niger) e FMPV06 (Fungo Aspergillus tubingensis)
foram ativas Importante destacar que ambas as fracbes foram obtidas da
fermentacdo de fungos do mesmo género, enfatizando a importancia desse
género na producdo de metabdlitos bioativos. Nas amostras citadas acima,
também foi observada atividade de antiformacédo de biofilme, no entanto, essa
inibicdo da formacéo de biofilme est& relacionada a atividade antimicrobiana
das fracdes, dependendo da morte da célula bacteriana. A producdo de
moléculas com atividade antimicrobiana vem sendo observada por varias
espécies de fungos marinhos. O éter fenil polibrometo isolado do fungo
Aspergillus sp. demonstrou pronunciada atividade antibacteriana contra
Staphylococcus epidermidis, com um valor MIC de 0,556 uM (Chen et al.,
2013). Qiao et al. (2010) relataram atividade antimicrobiana contra Escherichia
coli de derivados indol diterpenos, que foram isolados a partir do fungo endofito
marinho Aspergillus oryzae, obtido da alga vermelha Heterosiphonia japonica.

Observou-se a capacidade de erradicar o biofilme apenas na fracao
organica do Aspergillus flavus (FMPV 01), o qual foi capaz de remover 52% do
biofiilme ja formado de S. epidermidis ATCC 35984. Considerando-se que
tratasse de uma fracdo e ndo de uma molécula pura e a dificuldade de
erradicar biofilme ja formado, a atividade da fracdo organica do A. flavus
(FMPV 01) é considerada promissora, com grande potencial para agir
removendo biofilmes de S. epidermidis.

O ensaio de hemdlise avalia possiveis mecanismos citotoxicos
envolvendo dano a membrana. Os nossos resultados mostram que as fracdes
organicas do FMPV 01, FMPV 03, FMPV 06, FMPV09 e FMPV 10 néo

causaram efeitos hemoliticos notaveis apos uma hora de incubagéo sugerindo
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que as fracdes testadas provocam poucos efeitos toxicos sobre a membrana
plasmética.

Em seguida, as fragbes ativas foram avaliadas quanto a toxicidade
contra as ceélulas mamiferas (Vero e HMVII). Corroborando o resultado
demonstrado no ensaio de hemolise, a fracdo organica do Aspergillus niger
(FMPV 03), ndo exaltou citotoxicidade contra as linhagens celulares estudadas.
Curiosamente, em contraste com os resultados do ensaio hemolitico, a fracdo
organica do Aspergillus flavus (FMPVO01), Aspergillus tubingensis (FMPV 06),
complexo Trichoderma harzianum/Hypocrea lixii (FMPV 09) e Aspergillus
sydowii (FMPV 10) demonstraram efeitos citotoxicos frente as células HMVII e
Vero. Uma observacao similar ja foi descrito por Scopel et al. (2013), em que o
filtrado fermentado do fungo H. lixii apresentou elevada citotoxicidade contra
células Vero, corroborando os efeitos citotoxicos observados em nosso estudo
para os metabdlitos produzidos por esse fungo.

Para avaliar os efeitos toxicos in vivo, foi utilizado o modelo de Galleria
mellonella. Este modelo tem sido utilizado para a investigagao da viruléncia de
diversos patdogenos humanos (bactérias e fungos), devido as suas
semelhancas entre o sistema imune inato de insetos e mamiferos (Kavanagh e
Fallon, 2010). Além disso, a toxicidade de compostos também vem sendo
descrita neste modelo, como no estudo de Gilbreel e Upton, que avaliaram a
toxicidade da epidermicina, um peptide antimicrobiano com atividade contra
bactérias Gram-positivas, usando esse modelo. Nesse estudo, também néo foi
observado morte ou injuria visivel das larvas de G. mellonella.

Quase todas as fracbes testadas exibiram taxas de 100% de
sobrevivéncia de G. mellonella nas concentragdes avaliadas. A sobrevivéncia
das larvas néo foi afetada mesmos com o aumento dose de 1, 10, 50 mg/kg de
larva, como observado na Figura 12, mesmo naquelas fragbes que revelaram

efeitos citotoxicos contra células epiteliais HMVII e Vero.
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Figura 12. Larvas de G. mellonella apds 96 horas da injecdo das fracdes
que apresentaram atividade nos ensaios bioldgicos, nas trés concentracdes
testadas (1mg/kg, 10mg/kg e 50mg/kg de larva). Como pode ser observado,
em nenhuma das fragcdes organicas dos fungos (a) Aspergillus flavus
(FMPVO01), (b) Aspergillus niger (FMPV 03), (c)Aspergillus tubingensis (FMPV
06), (d) Complexo Trichoderma harzianu / Hypocrea lixii (FMPV 09) e (e)
Aspergillus sydowii (FMPV 10) ocorreu morte das lavas. (f) PBS foi utilizado

como veiculo.

Em resumo, as atividades biol6gicas apresentadas pelas fracbes
organicas dos fungos Aspergillus flavus (FMPVO01), Aspergillus niger (FMPV
03), Aspergillus tubingensis (FMPV 06), complexo Trichoderma
harzianu/Hypocrea lixii (FMPV 09) e Aspergillus sydowii (FMPV 10) indicam
que o0s metabdlitos responsaveis pela atividade sdo extremamente
promissores. E importante salientar que, embora algumas amostras tenham
demonstrado efeitos de citotoxicidade in vitro contra células mamiferas (HMVII
e Vero), ndo foi observado nenhum efeito sobre a sobrevivéncia das larvas de
G. mellonella, quando foi avaliada a toxicidade in vivo. As diversas atividades
biologicas dos metabdlitos de fungos marinhos relatadas nesse trabalho
destacam a importancia de estudos posteriores, a fim de purificar e elucidar os
metabdlitos ativos.

No Capitulo Il, foi realizada a fermentagdo em maior escala do fungo
Aspergillus niger, a fim de realizar o isolamento e elucidacdo dos metabolitos
responsaveis pelas atividades anti-T. vaginalis (ATCC 30236 e isolado clinico
resistente ao metronidazol TV-LACM2R) e atividade antimicrobiana frente as
bactérias S. epidermidis ATCC 35984 e P. aeruginosa ATCC 27853.

Aspergillus spp. sé@o fungos filamentosos conhecidos pela sua
importancia médica e comercial. Espécies de Aspergillus, como por exemplo A.
niger, A. oryzae, A. flavus e A. fumigatus, tém sido fontes de medicamentos,
toxinas e enzimas industriais (Sanchez et al., 2012; Bromann et al., 2014).

O plinabulin encontra-se em estudo clinicos, sendo um anéalogo
totalmente sintético do produto natural conhecido com hamilideo que foi isolado
do fungo marinho Aspergillus sp. CNC-139. Possui atividade antitumoral, com

um mecanismo de acdo distinto, inibindo a angiogénese, desestruturando a

97



arquitetura vascular tumoral e induzindo a apoptose das células tumorais
(Mayer et al., 2010).

Aspergillus niger também é um produtor de enzimas e metabdlitos
(Bromann et al.,, 2014). Li et al., (2015) descreveram novos naftopiranos
derivados do fungo marinho Aspergillus niger obtido de amostras de lama
recolhidas da costa de Huludao, na China, com atividade antiproliferativa in
vitro.

A fermentacdo em maior escala do fungo Aspergillus niger manteve as
mesmas condi¢des descritas no Capitulo | desta dissertacdo. A fermentacéao foi
conduzida com 20 litros de meio de cultura (Figura 13), com o objetivo de obter
uma quantidade relevante do metabdlito requerido.

Figura 13. Fermentacdo em grande escala do fungo Aspergillus niger, apos

incubacao por 14 dias, a 25 °C, em condi¢fes estaticas.

Apbés a fermentacdo, os ensaios biologicos foram repetidos, a fim de
confirmar a atividade anti-T. vaginalis (ATCC 30236 e TV-LACM2R) e a
atividade antimicrobiana (S. epidermidis ATCC 35984 e P. aeruginosa ATCC
27853). Todas as atividades foram mantidas, entéo iniciou-se o fracionamento
bioguiado, utilizando a coluna RP-18 com gradiente de metanol como eluente,
da fracdo organica proveniente do caldo da fermentacdo do referido fungo
marinho. Foram obtidas sete fracBes, sendo que a primeira (100% agua),
conservou a atividade em todos o0s ensaios biolégicos, ndo sendo observada
nenhuma atividade nas demais fracdes. A fracdo ativa, foi submetida a
cromatografia em camada delgada (CCD) em silica, com agua:butanol:acido
acético (5:4:1) como fase moével e revelada com diferentes corantes
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cromatograficos. A CCD demonstrou que a fragdo 100% H,O possuia quatro
bandas visiveis (Ultra Violeta), que foram coradas com reagente com reagente
de ninhidrina, sugerindo aminas biogénica e aminoacidos e anisaldeido acido
sulfurico, indicando a presenca de terpenoides, propilpropanoides, saponinas
(figura 14) (Wagner e Bladt, 1996).

Figura 14: Cromatografia em camada delgada da fracdo 1 (100% agua).
Corada com diferentes corantes cromatograficos: a iodo, b ninhidrina e ¢

anisaldeido.
Além disso, a fracdo 100 % H,O demonstrou taxas de 100% de

sobrevivéncia das larvas de G. mellonella, mesmo em concentra¢cdes mais

elevadas (figura 15).
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Figure 15. Larvas de Galleria mellonella ap6s 96 horas da injecdo da fracdo 1

(100% agua) nas trés concentracdes testadas, b 1 mg/kg, ¢ 10 mg/kg e d 50
mg/kg de larva. PBS foi utilizado como controle de veiculo (3a).

Portanto, fica evidente o potencial dos metabdlitos produzidos pelo fungo

A. niger, sendo necessarios mais estudos a fim de isolar, purificar e elucidar as
moléculas responsaveis pelas atividades descritas.
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VI. Conclusdes Gerais







Os resultados obtidos nesta dissertacdo permitem as seguintes

conclusdes:

e As fracdes organicas dos fungos A. niger (FMPV 03) e complexo T.
harzianum/H; lixii (FMPVO09), apresentaram potente atividade anti-T.

vaginalis.

e Também foi evidenciada a importante atividade antimicrobiana frente ao
S. epidermidis das fragGes organicas dos fungos A. niger (FMPV 03), A.
tubingensis (FMPV 06), complexo T. harzianu/H. lixii (FMPV09) e A.
sydowii (FMPV 10) e frente a P. aeruginosa das frac6es organicas dos
fungos A. niger (FMPV 03) e A. tubingensis (FMPV 06).

e A fracdo organica do fungo A. flavus (FMPV 01) foi capaz de erradicar
52% do biofilme de S. epidermidis.

e Apesar das fracdes organicas dos fungos A. flavus (FMPV 01), A.
tubingensis (FMPV 06), complexo T harzianu/H. lixii (FMPV09) e A.
sydowii (FMPV 10) apresentarem efeitos citotoxicos frente a células
HMVII e Vero, in vitro, nenhuma das amostras apresentou efeito toxico
na sobrevivéncia das larvas de G. mellonella, nem acdo hemolitica

frente aos eritrécitos humanos.

e Das fracdes ativas, destaca-se a fracdo orgéanica do fungo A. niger
(FMPV 03), que além de ter apresentado atividade anti-T. vaginalis e
antimicrobiana frente as duas bactérias testadas, ndo demonstrou efeito
citotoxico frente aos eritrocitos humanos, as células HMVII e Vero, e no

modelo in vivo de G. mellonella.

O conjunto de resultados obtidos corrobora o grande potencial dos fungos
de origem marinha como fonte de metabdlitos com atividade anti-T. vaginalis,
antimicrobiana e antibiofilme, sendo uma area promissora na busca de novos

farmacos.
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VII. Perspectivas







Frente os resultados obtidos neste trabalho mostraram-se como

perspectivas:

e Purificacdo e elucidacdo dos metabdlitos responsaveis pelas atividades

anti-T. vaginalis, antimicrobiana e erradicacéo do biofilme.

e Avaliacdo do mecanismo de morte do T. vaginalis, do S. epidermidis e

da P. aeruginosa induzido pelos compostos ativos.
¢ Investigar os mecanismos envolvidos na erradicacdo do biofilme de S.

epidermidis apds o isolamento dos metabdlitos ativos da fracdo organica

do fungo Aspergillus flavus (FMPV 01).
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