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RESUMO

Fungos aquéticos sdo abundantes e presentes nos diversos ecossistemas, atuando na
degradacdo de substratos organicos submersos, ciclagem de nutrientes e producdo de
enzimas. Podem ter aplicacbes tecnoldgicas, na utilizacdo para pesquisa de novos
antimicrobianos, a partir de seus metabdlitos secundarios. O Brasil carece de estudos que
mostrem a importancia destes fungos, considerando a extensdo das bacias hidrograficas
do pais, como a Amazonica, que concentra alta biodiversidade de microbiota aquética.
Assim, este trabalho objetiva avaliar o potencial antimicrobiano de fungos aquéticos de
igarapes urbanos da Amazonia Sul-Ocidental. A dissertacdo é composta por dois
capitulos. O Capitulo | abordou uma revisdo sistematica sobre atividade bioldgica de
fungos aquaticos, selecionando artigos publicados entre 2010-2020. Foram realizadas
buscas nas bases de dados Scielo, Science Direct, Pubmed e Google Scholar, nos meses
de maio a novembro de 2020, usando os descritores “biological activity of aquatic fungi”,
“activity freshwater fungi”, “activity marine fungi”, “aquatic fungi and
antifungal/antibacterial/anti-mycobacterial/anti-inflammatory/antitumor  activity”. A
selecdo foi realizada com base no titulo e leitura de resumo, reunindo trabalhos com
informacdes sobre atividade bioldgica de fungos aquaticos, a partir de seus metabolitos e
aplicacdes tecnoldgicas, como critério de inclusdo, sendo excluidos trabalhos duplicados
entre as bases de dados, que ndo atendessem as necessidades de atividade bioldgica ou
estivessem fora do periodo de busca. Foram encontrados 51 trabalhos compreendidos
entre fungos de agua doce (23,6%) e agua marinha (76,4%). O género mais relatado para
0 ambiente marinho foi Aspergillus, e as atividades biologicas mais frequentes foram
antibacteriana, anti-inflamatéria e antitumoral. No ambiente de agua doce, o género mais
frequente foi Penicillium, e as atividades bioldgicas mais realatadas foram antibacteriana,
antifangica e antitumoral. Concluiu-se que a maioria dos fungos com atividade bioldgica
pertenciam ao ambiente marinho, e 0s géneros mais frequentes para 0s ambientes
analisados foram Penicillium e Aspergillus. A atividade bioldgica mais relatada foi a
antibacteriana. O Capitulo 1l objetivou avaliar o potencial antimicrobiano de fungos
aquaticos de igarapés urbanos da Amazoénia Sul-Ocidental. 90 fungos aquaticos da
colecédo do Laboratoério de Microbiologia da UFAC foram reativados em meio BDA, com
producdo de extratos metabolitos utilizando solvente acetato de etila, e realizado o teste
de difusdo em &gar cup plate, contra as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, além dos fungos Candida
albicans e C. tropicalis. Os extratos com indicativo de atividade antimicrobiana foram
submetidos a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), por meio de
microdiluicdo em pocos e concentragdo microbicida minima (CMM). Foi realizada
bioautografia dos trés melhores extratos dos fungos com atividade antimicrobiana,
mostrando as zonas de inibi¢cdo com substancias ativas, além da caracterizagdo molecular
e construcao de arvore filogenética. Nos resultados, 10 (11,1%) dos 90 extratos fungicos
apresentaram atividade antimicrobiana a pelo menos um dos microrganismos testados. O
fungo Penicillium pinophilum (6.313) teve atividade antimicrobiana contra trés
microrganismos testados, S. aureus, K. pneumoniae e C. albicans. K. pneumoniae foi o
organismo mais sensivel, e C. tropicalis o mais resistente. Na CIM, os fungos
Clonostachys sp. 1 (6.106) contra S. aureus e Penicillium pinophilum (6.313) contra S.
aureus, S. pneumoniae e C. albicans tiveram menor valor de CIM, 0,0390 mg/mL. Na
CMM, o fungo Penicillium pinophilum (6.313) teve menor valor encontrado, 0,0390
mg/mL contra S. pneumoniae. Para leveduras, o0 menor valor foi de 0,0390 mg/mL para
0 extrato do fungo Penicillium pinophilum (6.313) contra C. albicans. Na bioautografia,
os trés melhores extratos com atividade antimicrobiana apresentaram zonas de inibi¢éo



indicando classes de substancias bioativas. A caracterizacdo molecular do fungo 6.106
teve similaridade para o género Clonostachys, e do fungo 6.313 teve similaridade com a
espécie Penicillium pinophilum. Concluiu-se que os fungos aquaticos avaliados possuem
atividade antimicrobiana contra diversos microrganimos de importancia médica, o que
abre novas perspectivas sobre o uso dos metabolitos secundarios e suas potencialidades
biotecnologicas.

Palavras-chave: Penicillium pinophilum; Clonostachys; Gliocladium; atividade
antimicrobiana.

ABSTRACT

Aquatic fungi are abundant and present in several ecosystems, act in the degradation of
submerged substrates, nutrient cycling and enzyme production. They may have
technological applications, in the use for researching new antimicrobials, based on their
secondary metabolites. Brazil lacks studies that show the importance of these fungi,
considering the extension of the country's hydrographic basins, such as the Amazon,
which concentrates high biodiversity of the aquatic microbiota. Thus, this work aims to
evaluate the antimicrobial potential of aquatic fungi from urban streams in the South-
Western Amazon. The dissertation consists of two chapters. Chapter | addressed a
systematic review of the biological activity of aquatic fungi, selecting articles published
between 2010-2020. Searches were performed in the Scielo, Science Direct, Pubmed and
Google Scholar databases, from May to November 2020, using the descriptors "biological
activity of aquatic fungi”, "activity freshwater fungi", "activity marine fungi", " aquatic
fungi and  antifungal/antibacterial/anti-mycobacterial/anti-inflammatory/antitumor
activity”. The selection was based on the title and abstract reading, gathering works
containing information on the biological activity of aquatic fungi, from their metabolites
and technological applications, as an inclusion criterion, excluding duplicated works
between the databases that did not meet the needs of biological activity or were outside
the search period. A total of 51 works were found, including fungi from freshwater
(23.6%) and marine water (76.4%). The most reported genus for the marine environment
was Aspergillus, and the most frequent biological activities were antibacterial, anti-
inflammatory and anti-tumor. In the freshwater environment, the most frequent genus was
Penicillium, and the most reported biological activities were antibacterial, antifungal and
antitumor. It was concluded that most fungi with biological activity belonged to the
marine environment, and the most frequent genera for the analyzed environments were
Penicillium and Aspergillus. The most reported biological activity was antibacterial.
Chapter 11 aimed to evaluate the antimicrobial potential of aquatic fungi from urban
streams in the South-Western Amazon. 90 aquatic fungi from the collection of the UFAC
Microbiology Laboratory were reactivated in PDA medium, with the production of
metabolite extracts using ethyl acetate solvent and the diffusion test performed on cup
plate agar, against Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae and bacteria Escherichia coli, in addition to Candida albicans and C.
tropicalis fungi. The extracts with indicative of antimicrobial activity were submitted to
the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) by means of
microdilution in wells and minimum microbicide concentration (MMC). Bioautography
of the three best extracts of fungi with antimicrobial activity was performed, from the
inhibition zones with active substances, in addition to the molecular characterization of
two of these fungi. In the results, 10 (11.1%) of the 90 fungal extracts showed



antimicrobial activity to at least one of the tested microorganisms. The fungus 6,313
Penicillium pinophilum had antimicrobial activity against three tested microorganisms,
S. aureus, K. pneumoniae and C. albicans. K. pneumoniae was the most sensitive, and C.
tropicalis the most resistant. At CIM, the fungi Clonostachys sp. 1 (6,106) against S.
aureus and Penicillium pinophilum (6,313) against S. aureus, S. pneumoniae and C.
albicans had lower MIC value, 0.0390 mg/mL. In CMM, the Penicillium pinophillum
(6,313) fungus had the lowest value found, 0.0390 mg/mL against S. pneumoniae. For
yeasts, the lowest value was 0.0390 mg/mL for the extract of the fungus Penicillium
pinophilum (6,313) against C. albicans. In bioautography, the three best extracts with
antimicrobial activity showed zones of inhibition indicating classes of bioactive
substances. The molecular characterization of the 6,106 fungus was similar to the
Clonostachys genus, and the 6,313 fungus was similar to the Penicillium pinophilum
species. It was concluded that the evaluated aquatic fungi have antimicrobial activity
against several microorganisms of medical importance, which opens new perspectives on
the use of secondary metabolites and their biotechnological potential.

Keywords: Penicillium pinophilum; Clonostachys; Gliocladium; antimicrobial activity.
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INTRODUCAO GERAL

Fungos aquaticos estdo presentes nos diversos ambientes, sejam eles locais de agua
doce ou salgada. Embora microrganismos desses ecossistemas sejam pouco estudados, o
potencial biotecnoldgico de diversas espécies flngicas existentes evidenciam sua
importancia quimica, ambiental e farmacoldgica (TAKAHASI et al., 2017).

Destacam-se pelo potencial tecnoldgico que possuem, considerando seus metabdlitos
secundarios (GROSSART et al., 2019), provenientes das reacdes priméarias necessarias a
vida dos organismos, resultando em uma série de compostos organicos que possuem diversas
atividades bioldgicas (CUNHA et al., 2016).

Um marco histdrico na descoberta fangica em relacdo aos metabdlitos secundarios
ocorreu em 1928, com a descoberta da penicilina, pelo cientista Alexander Fleming
(PEREIRA; PITA, 2005). Tal descoberta demonstrou que o fungo Penicillium notatum era
capaz de produzir substancias que coibiam a proliferacdo bacteriana (WRIGHT et al., 2014).

Diversas atividades ja foram relatadas a partir de fungos aquaticos além da
bacteriana, como antifungica (ZHUANG et al., 2011; EL-ELIMAT et al., 2014), anti-
tumoral e anti-inflamatéria (SARAVANAKUMAR et al., 2015; ABDEL-HADY et al.,
2016; TIAN et al., 2015; FANG et al., 2016), de grande importancia médica, assim como
anti-micobacteriana (KOWANGA et al., 2017), evidenciando as diversas aplicacdes por eles
desempanhadas, a partir de seus compostos naturais, que podem ser utilizados na prética
clinica.

No Brasil, a regido Amazodnica possui uma grande microbiota aquética, e os fungos
pertencentes a esta regido ainda sdo pouco conhecidos, sendo necessario que mais estudos
sejam desenvolvidos na intencdo de descrever sua diversidade fungica (CANTO et al.,
2020), além da investigacdo de propriedades tecnoldgicas de acordo com seus compostos
bioativos.

Diversos microrganismos sdo responsaveis por infec¢cbes nosocomiais,
representando um grave problema de saude puablica, considerando também organismos
multirresistentes (SAMPAIO et al., 2013). Com a disseminacdo da utilizacdo de novos
antibioticos, incluindo sintéticos, houve também o aumento da resisténcia a esses farmacos,
observado de maneira preocupante, evidenciando o problema da resisténcia as drogas
existentes e a dificuldade na possibilidade de tratar muitas doencas infecciosas (WHO,
2019).
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Uma projecdo de 2019 feita pela UN Interagency Coordination Group on
Antimicrobial Resistance (IACG), responsavel pela divulgagdo dos relatérios da
Organizacdo Mundial da Salde, estima que doengas resistentes a medicamentos podem
causar cerca de 10 milhdes de mortes a cada ano até 2050. (WHO, 2019).

Estudos mostram que as bactérias com maior incidéncia de multirresisténcia séo entre
as gram positivas Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae, e dentre as gram
negativas Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (ASLAM et al., 2018; SEPTIMUS,
2018).

Em relagdo as leveduras, Candida albicans representa uma das principais causas de
infecgBes nosocomiais fungicas (AUSTERMEIER et al., 2020), seguida pela Candida
tropicalis, persistente em infeccOes sistémicas (MEGRI et al., 2020).

Doencas que sdo causadas por infeccdes bacterianas e fangicas representam um sério
problema em saude publica (DE SOUZA, 2020). A exploragdo de novos compostos a partir
de peptideos naturais representa uma alternativa ao tratamento de infecgBes por essas e
outras bactérias (LI et al., 2012).

Assim, 0 objetivo geral desse trabalho € investigar a atividade antimicrobiana de

fungos aquaticos de igarapés urbanos na Amazonia Sul-Ocidental.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Fungos aquaticos

Fungos aquaticos sdo amplamente distribuidos geograficamente, e sua caracterizacao
ocorre de acordo com seu grau de adaptacdo (PARK, 1972), podendo ser considerados como
residentes, completando seu ciclo de vida na agua, ou transeuntes, sendo levados para esse
ambiente (PEARMAN et al., 2010). Estdo presentes em ecossistemas de dgua doce, onde
atingem abundéancias relativas superiores a 50% de todas as sequéncias de eucariotos
(MONCHY etal., 2011), residindo em hébitats Iénticos, como lagos e lagoas, e 16ticos, como
rios, corregos e pantanos (GROSSART; ROJAS-JIMENEZ, 2016).

Fungos de agua doce estdo representados entre os filos Basidiomycota e Ascomycota
(EL-ELIMAT, 2021). Este ultimo apresenta ainda um grupo de fungos anamérficos bastante
significativo, dos hifomicetos aquéticos ou fungos Ingoldianos, conhecidos por serem ativos
em substratos vegetais em decomposicdo, com predominancia em ambientes Idticos
(INGOLD, 1975; BARLOCHER, 2009, KRAUSS et al., 2011).

Fungos aquaticos também estdo no ecossistema marinho (COMEAU et al., 2016),
sendo encontrados em organismos hospedeiros (como esponjas marinhas) ou ambientes
bentbnicos, o que inclui sedimentos do fundo do mar (RICHARDS et al., 2012). Fungos
marinhos sdo mais representativos os filos Ascomycota e Chytridiomycota. (HASSET et al.,
2020).

Além de sua distribuicdo, esses organismos desempenham um papel importante na
colonizacdo de diversos substratos, devido sua capacidade de adaptagédo ao meio ambiente
(JONES; PANG, 2012). Comunidades fungicas de ambientes aquaticos sdo relatadas em
estudos considerando sua fonte de enzimas (MAYER et al., 2013), além de relatos que
incluem a existéncia de algumas atividades por eles desempenhadas, a partir de seus
produtos naturais ativos.

Um estudo realizado com o fungo marinho Penicillium sp. associado a coral permitiu
a descoberta de dois novos policetideos, demonstrando atividade contra quatro estirpes
bacterianas testadas (BAO et al., 2013). Dentre os ascomicetos de agua doce, o fungo
Lindgomyces madisonensis foi isolado de um substrato e seus compostos ativos foram
avaliados, observando-se a existéncia de atividade tanto bacteriana, como antifingica,

inibindo o crescimento de Candida albicans e Aspergillus niger (PAGUIGAN et al., 2015).
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Atividades como anti-inflamatdria e antitumoral também j& foram relatadas a partir
de compostos de fungos aquéticos (WU et al., 2018; ALSHERSI et al., 2020), além de anti-
micobacteriana, como é o caso do fungo Penicillium chrysogenum que foi avaliado de
maneira eficaz contra estirpes de Mycobacterium tuberculosis e mais quatro outras espécies
de Mycobacterium (M. avium, M. fortuitum, M. smegmatis e M. vaccae) (VISAMSETTI et
al., 2016).

No Brasil, estudos com fungos aquaticos ainda sao pouco explorados. Percorrido por
uma das mais diversificadas e extensas redes fluviais do mundo, o pais possui grandes bacias
hidrogréficas, como a Amazbnica (SALGADO et al., 2018), detentora de grande
biodiversidade fingica, com muitos organismos ainda desconhecidos, demonstrando assim
que a comunidade microbiana amazobnica permanece pouco explorada, fazendo-se
necessario mais estudos que possam descrever a diversidade de fungos pertencentes a essa
regido (CANTO et al., 2020).

A investigacdo do potencial tecnoldgico de fungos aquéticos, considerando suas
atividades bioldgicas, permite a possibilidade de aplicacdes para fins terapéuticos, visto o
cenario mundial caracterizado pela presenca de patdgenos multirresistentes, que apresentam
comportamentos distintos quantos aos mecanismos de resisténcia e padrdes de sensibilidade
(LISBOA; NAGEL, 2011). E necessario adotar medidas de uso que sejam eficazes no
combate as infeccBes causadas por esses microrganismos, e fungos de ambiente aquéatico

representam uma execelente alternativa, considerando seu potencial antimicrobiano.

2. Microrganismos e mecanismos de resisténcia

2.1 Bacterias e resisténcia bacteriana

As bactérias constituem uma classe de microrganismos frequentemente associadas a
infeccBes responsaveis por indices elevados de morbimortalidade, ocasionadas em
ambientes hospitalares tanto por gram-negativas (THADEN et al. 2017; JARELL et al.,
2018) como gram-positivas (KOLONITSIOU et al.,, 2017). O aumento de bactérias
resistentes a maultiplos antimicrobianos consiste em um desafio ao tratamento destas
infeccdes (SANTANA et al., 2012), responsaveis por provocar 45% das mortes em paises
em desenvolvimento, refletido em parte pelo uso inadequado de antibioticos prescritos
(NICOLINI et al., 2013). Entender esses organismos e seus mecanismos de resisténcia é

fundamental para escolha de terapias adequadas que inibam a disseminagdo patogénica.
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Dentre os grupos de microrganismos relacionados a infecgdes bacterianas resistentes,
tem relevancia Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae
(QUEIROZ et al., 2012) e Escherichia coli (ASLAM et al., 2018).

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva presente em infeccOes
hospitalares, responsavel por numeros significativos de morbidade e mortalidade (MOURA
etal., 2011). InfeccBes por esse organismo podem surgir tanto em individuos que ja possuem
fatores predisponentes, como em individuos saudaveis, caracterizando infeccdes por S.
aureus resistente a meticilina associados a comunidade (DELEO et al., 2010).

Além de ser considerado altamente patogénico, Staphylococcus aureus esta entre 0s
causadores de diversos tipos de infecgdes, como endocardites, pneumonias e septicemias
(LIMA et al., 2015).

Streptococcus pneumoniae é um patdgeno oportunista gram-positivo, colonizador
das superficies mucosas do trato respiratério superior humano, sua disseminacéo na corrente
sanguinea ocasiona doencas inflamatorias invasivas, além de ser a principal causa de
infeccdes que incluem otite média, pneumonia adquirida na comunidade, sepse e meningite
(WEISER et al., 2018).

Klebsiella pneumoniae é um patégeno gram-negativo, com um genoma acessorio de
plasmideos, o que divide suas estirpes em grupos oportunistas, hipervirulentos e
multirresistentes, causa comum de infeccdes associadas aos cuidados de salde, que inclui
pneumonias, infec¢bes do trato urindrio (ITU’s) e infecgdes da corrente sanguinea
(MARTIN; BACHMAN, 2018).

Escherichia coli também é um patdégeno gram-negativo, causa frequente de varias
infeccdes humanas. Entre as principais patologias, estdo enterites, ITU’s, septicemia e
demais infec¢des clinicas (ALLOCATI et al., 2013). E. coli estda comumente associada a
infeccdes gastrointestinais (CALDORIN et al., 2013), além de possuir um reservatorio de
genes de resisténcia, que dificulta um tratamento adequado (POIREL et al., 2018).

Em relacdo aos mecanismos de resisténcia microbiana, as bactérias utilizam mais de
uma estratégia para evitar a acdo dos antimicrobianos, e suas acdes envolvem a inducdo de
mutacdo no DNA ativo ou introducdo de um DNA estranho, com genes de resisténcia
transferidos entre géneros ou espécies diferentes de bactérias (ANVISA, 2007).

Com a répida adaptacdo do genoma bacteriano frente as condi¢fes ambientais, 0s
mecanismos de defesa que sdo desempenhados, como rearranjo genénimo, recombinacéo,
conduzem a evolucdo microbiana (DARMON; LEACH, 2014; STRAUME et al., 2015). O
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Quadro 1 retne informagbes sobre mecanismos 0s quais bactérias podem adquirir

resisténcia.

Quadro 1. Mecanismos de resisténcia bacteriana.

Mecanismo de Definicéo Autor/ano
resisténcia

Transferéncia de informagdo genética
Transducéo de uma celula doadora a uma célula | Ventolaetal., 2015
receptora atraves de um bacteriéfago.
Bactérias realizam a transferéncia de
Conjugacéao DNA por interacdo fisica, transferindo | Munita; Arias, 2016
plasmideo de uma célula para outra.
Bactéria recebe partes de DNA de outra
bactéria dispersa no meio, englobando
em seu material genético fracGes de
DNA adquiridas.

Fragmentos de DNA (transpGsons), que
podem estar inseridos em plasmideos
Transposicdo | ou cromossomos bacterianos, s&o | Oliveiraetal., 2009
transferidos entre bactérias de espécies
diferentes.

Transformacao Straume, 2015

2.2 Fungos e resisténcia fangica

Cerca de 600 espécies de fungos sdo consideradas patégenos humanos (MAYER et
al., 2013). Entre os fungos oportunistas, um dos mais importantes sdo Aspergillus fumigatus
e Candida albicans (MENEZES et al., 2013). Outras espécies de Candida, como C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei também promovem a ocorréncia de
infeccdes fangicas sistémicas (BRUNKE; HUBE, 2013; HANI et al., 2015).

Candida albicans se destaca dentre os fungos que ocasionam infeccdes fungicas,
conseguindo sobreviver em ambientes estressantes, através da formacdo de biofilmes, além
de ser um patdgeno bastante comum, causador de infec¢fes mucocuténeas de individuos
saudaveis (KHRISNASAMY et al., 2019). C. albicans é uma levedura polimérfica que faz
parte da microbiota humana. Em condig¢Ges normais, reside no corpo humano, entretanto
pode ocasionar infec¢des que variam de superficiais a sisttmicas (MAYER et al., 2013).

Sua invasdo ocorre comumente através das células epiteliais por meio de dois

mecanismos: endocitose por indugdo de células hospedeiras e penetracdo ativa através de
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hifas (WACHTLER et al., 2011, 2012). Pode ocasionar candidiases orais, gastrointestinais
e vaginais, sendo esta Ultima responsavel por acometer cerca de 70 a 75% das mulheres ao
menos uma vez na vida durante a idade fértil (SUSTR et al., 2020), com episddios de casos
recorrentes atingindo cerca de 138 milhdes de mulheres por ano (DENNING et al., 2018;
YANO et al., 2019).

Outra espécie de Candida com importancia medica é a Candida tropicalis
(CORDEIRO et al., 2003). Frequentemente relatada em casos de candidiase invasiva e
candidemia que variam geograficamente, especialmente na América Latina e Asia (TAN et
al., 2016; DAMATTA etal., 2017), comum ainda em infec¢des orais (LUBIAN et al., 2010),
estando entre as espécies de Candida mais importantes em termos de epidemiologia e
viruléncia (ZUZA-ALVES et al., 2017; ROCHA, et al., 2021).

C. tropicalis produz infeccdes sistémicas que podem ser mais persistentes do que C.
albicans, prolongando o periodo de internacdo decorrente da mesma (KONTOYANNIS et
al., 2001; ZUZA-ALVES et al., 2017). Estudos ja demonstraram sua resisténcia as classes
de antifungicos disponiveis, tais como os derivados azoblicos, anfotericina B e
equinocandinas (KAKATI et al., 2015; SENEVIRATNE et al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia fangica utilizam processos moleculares, podendo ser
intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca € uma caracteristica fenotipica de
determinada espécie de microrganismo, permitindo sua resisténcia antes mesmo de haver
exposicdo ao antifingico, caso da C. krusei, resistente intrinsicamente a fluconazol
(ARTHINGTON-SKAGGS; REX, 2008). Ja a adquirida ocorre em microrganismos que
desenvolveram resisténcia posterior a exposicao ao antifingico, relacionada a mutacGes em
genes especificos para sua acdo (MCCARTHY et al., 2017).

A resisténcia aos antifingicos existentes esta associada ao aumento de infeccdes
fangicas causadas por muitos desses organismos que apresentam capacidade de mudanga
fenotipica, levando em conta fatores como a espécie do fungo, tamanho de suas populagoes,
capacidade que possuem de adaptar-se aos diversos ambientes, além da formacdo de
biofilmes (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018). O Quadro 2 demonstra mecanismos de

resisténcia as principais classes de antifingicos existentes.
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Classe de antifungico Mecanismo de resisténcia Autor/ano
Polienos Mutacéo no gene ERG 3, com substituicdo
Anfotericina B do er(g;osterolg. : Peman et al., 2009
Nistatina
Az06is Mutagbes que modificam o alvo
Fluconazol (Itraconazol ou CYP51);
Itraconazol Mutacgdes no gene ERG11, com a enzima
C-14-a desmetilase e sua alteragdo no sitio
alvo de ligagdo dos azois; Sanguinetti et al., 2015
Inducdo das bombas de efluxo pelos genes
CDR e MDR;
Permeabilidade diminuida da membrana
plasmatica a droga.
Flucitosina Falha na transformacéo da flucitosina em
metabolitos ativos;
Mudangas na enzima citosina permease, | Espinel-Ingroff, 2008
responsavel pela absorcdo da droga dentro
da célula.
Equinocandinas Mutagdes no FKS1 (B-1,3 glucano sintase). Pontén: Quindds, 2006
Casponfungina ’ '

Embora muitos agentes antifungicos estejam disponiveis para tratamento clinico, o
aumento da resisténcia dos fungos, especialmente espécies de Candida as drogas
disponiveis, requer o desenvolvimento de novos compostos seguros e ndo toxicos com
modos de acdo eficazes para tratamento contra microrganismos resistentes (TURECKA et
al., 2018).

3. Antimicrobianos e necessidade de novas drogas

Antimicrobianos sdo agentes farmacoldgicos de origem natural ou sintética, sendo
usuais tanto na pratica clinica, como na medicina comunitaria (VIEIRA E VIEIRA, 2017).
Entretanto, sua distribuicdo irregular e ndo direcionada implicam um gasto econémico
significativo aos sistemas de saude (LIMA, 2018).

Fatores como uso prolongado e inadequado de antimicrobianos, falta de informacao
da populagdo, alem da poluicdo causada ao ambiente com o descarte inadequado desses
medicamentos em locais como solo e agua, por exemplo, contribuem para 0 aumento da
resisténcia a eles (MICHAEL et al., 2014; PAVYDE et al., 2015; KAAE et al., 2017).
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Os antibi6ticos sdo a classe de antimicrobianos que revolucionaram o tratamento de
doencas infecciosas causadas por bactérias, com reducdo mundial de taxas de morbidade e
mortalidade associadas a infecgbes (DA COSTA; SILVA JUNIOR, 2017), sendo capazes de
inibir a reproducdo das bactérias ou mesmo causar sua destruicdo (SAMPAIOQ, et al., 2018).

Vaérios antibioticos j& foram descobertos a partir de produtos naturais microbianos,
como por exemplo: beta-lactamicos (cefalosporina), aminoglicosideos (estreptomicina),
tetraciclinas (FERNANDES, 2006; NUSSBAUN et al., 2006; BROTZ-OESTERHELT et
al., 2008).

O uso irregular e indiscriminado de farmacos promove a selecdo natural de
resisténcia bacteriana frente aos antibidticos (DA COSTA; SILVA JUNIOR, 2017), assim
como aos antifungicos, evidenciando a necessidade de pesquisa por novas fontes de drogas
que sejam capazes de eliminar organismos resistentes. O primeiro composto de importancia
médica e econdmica derivado de um fungo aquético, é a Cefalosporina C, antibi6tico de
amplo espectro isolado de Acremonium chrysogenum (ABRAHAM, 1979).

Fungos aquaticos sdo fontes promissoras de metabolitos biologicamente ativos, e
assim como a penicilina foi o primeiro metabdlito fungico eficaz contra microrganismos e
que permitiu a producdo em larga escala de um dos primeiros medicamentos na década de
40 (SPECIAN et al., 2014), estudos com produtos naturais a partir de fungos aquéaticos
também relacionam componentes que apresentam potencial antimicrobiano (LIMBADRI et
al., 2018; LIU et al., 2019), além das demais atividades relatadas.

Fica clara a necessidade de investigacdo de metabdlitos secundarios produzidos por
fungos aquéaticos que possam desempenhar aplicacdes biotecnolégicas de interesse
industrial, possibilitando a utilizacdo e desenvolvimento de novos produtos com agao

anitimicrobiana.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade antimicrobiana de fungos aquaticos de igarapés urbanos da

Amazonia Sul-Ocidental.

4.2 Objetivos Especificos
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- Avaliar o potencial antimicrobiano de metabolitos secundérios produzidos por fungos
aquaticos frente as bactérias patogénicas Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, e aos fungos Candida albicans e
Candida tropicalis;

- Determinar a concentragdo inibitoria minima e concentracdo microbicida minima dos
extratos de fungos aquaticos com atividade antimicrobiana;

- Realizar bioautografia dos extratos de fungos aquaticos com atividade antimicrobiana;

- Realizar a caracterizacdo molecular dos fungos aquéaticos com atividade antimicrobiana.

REFERENCIAS

ABDEL-HADY, H. et al. Identification and evaluation of antimicrobial and cytotoxic
activities of Peniciilium islandicum and Aspergillus tamarii ethyle acetate extracts. World
Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, v. 5, n. 9, p. 2021-2039, 2016.

ABRAHAM, E. P. A. Glimpse of the Early History of the Cephalosporins, Reviews of
Infectious Diseases, v. 1, n. 1, p. 99-105, 1979.

ALLOCATI, N. et al. Escherichia coli in Europe: an overview. International Journal of
Environmental Research and Public Health, v. 10, n. 12, p. 6235-6254, 2013.

ALSHERSI, S. et al. “LAMA-1: A Cerebroside Isolated from the Deep-Sea-Derived
Fungus Penicillium chrysogenum.” Metabolites, v. 10, n. 2, 2020.

ANVISA. Antimicrobianos — Bases tedricas e uso clinico. 2007. Disponivel em: <
https://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/m
odulol/conceitos.htm >. Acesso em: 13 ago. 2020.

ARTHINGTON-SKAGGS, B. A.; REX, J.H. Resistance to Antifungal Agents. In:
FONG, I. W., DRLICA, K. Antimicrobial Resistance and Implications for the
Twenty-First Century. Emerging Infectious Diseases of the 21st Century. Boston:
MA, p. 325-367, 2008.

ASLAM, B. et al. Antibiotic resistance: a rundown of a global crisis. Infection and drug
resistance, v. 11, p. 1645-1658, 2018.

AUSTERMEIER, S. et al. | want to break free — macrophage strategies to recognize and kill
Candida albicans, and fungal counter-strategies to escape. Current Opinion on
Microbiology, v. 58, p. 15-23, 2020.

BAO, J. et al. Antifouling and antibacterial polyketides from marine gorgonian coral-
associated fungus Penicillium sp. SCSGAF 0023. The Journal of Antibiotics, v. 66, p. 219—
223, 2013.



24

BARLOCHER, F. Reproduction and dispersal in aquatic hyphomycetes. Mycoscience, V.
50, n. 1, p. 3-8, 20009.

BROTZ-OESTERHELT, H; BRUNNER N. A. How many modes of action should an
antibiotic have?. Current Opinion in Pharmacology, v. 8 n. 5, p. 564-73, 2008.

BRUNKE, S.; HUBE, B. Two unlike cousins: Candida albicans and C. glabrata infection
strategies. Cellular microbiology, v. 15, n. 3, p. 701-708, 2013.

CALDORIN, M. et al. Ocorréncia de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) no
Brasil e sua importancia em satde publica. Boletim Epidemioldgico Paulista, v. 10, n. 110,
p. 4-20, 2013.

CANTO, E. S. M. et al. Composition and Diversity of Fungal Decomposers of Submerged
Wood in Two Lakes in the Brazilian Amazon State of Pard. International Journal of
Microbiology, v. 2020, p. 1-9, 2020.

CAVALHEIRO, M.; TEIXEIRA, M. C. Candida Biofilms: Threats, Challenges, and
Promising Strategies. Frontiers in Medicine, v. 5, n. 28, 2018.

COMEAU, A. M. et al. Novel chytrid lineages dominate fungal sequences in diverse marine
and freshwater habitats. Scientific Reports, v. 6, n. 1, 2016.

CORDEIRO, S. N. et al. Habitos de higiene e sexuais de mulheres com vulvovaginites
recorrentes. Jornal Brasileiro de Doengas Sexualmente Transmissiveis, v. 15, n. 2, p. 15-
19, 2003.

CUNHA, A. L. et al. Os metabolitos secundarios e sua importancia para 0 organismo.
Diversitas Journal, v. 1, n. 2, p. 175-181, 2016.

DA COSTA, A. L. P.; SILVA JUNIOR, A. C. S. Resisténcia bacteriana aos antibi6ticos e
Saude Publica: uma breve revisao de literatura. Estacéo Cientifica, v. 7, n. 2, p. 45-57, 2017.

DA MATTA, D. A. et al. Revisiting species distribution and antifungal susceptibility of
Candida bloodstream isolates from Latin American medical centers. Journal of Fungi, v.
3,n. 24, p. 2-14, 2017.

DARMON, E.; LEACH, D. R. Bacterial genome instability. Microbiology and Molecular
Biology Review., v. 78, n. 1, p.1-39, 2014.

DE SOUZA, H. P. et al. Doencas infecciosas e parasitarias no Brasil de 2010 a 2017:
aspectos para vigilancia em saldde. Revista panamericana de salud publica, v. 44, p.1-7,
2020.

DELEO, N. N. et al. Community-associated meticillin-resistant Staphylococcus aureus. The
Lancet. v. 375, n. 9725, p. 1557-1568, 2010.

DENNING D.W. et al. Global burden of recurrent vulvovaginal candidiasis: A systematic
review. Lancet Infection Diseases, v. 18, p. 339-347, 2018.


http://lattes.cnpq.br/2851250330249260

25

EL-ELIMAT, T. et al. Freshwater Fungi as a Source of Chemical Diversity: A Review.
Journal of Natural Products, v. 84, n. 3, p. 898-916, 2021.

EL-ELIMAT, T. et al. Isochromenones, isobenzofuranone, and tetrahydronaphthalenes
produced by Paraphoma radicina, a fungus isolated from a freshwater habitat.
Phytochemistry, v. 104, p. 114-120, 2014.

ESPINEL-INGROFF, A. Mechanisms of resistance to antifungal agents: Yeasts and
filamentous fungi. Revista Iberoamericana de Micologia, v. 25, n. 2, p. 101-106, 2008.

FANG, W. et al. Asperpyrone-Type Bis-Naphtho-y-Pyrones with COX-2-Inhibitory
Activities from Marine-Derived Fungus Aspergillus niger. Molecules, v. 21, n.7, p. 1-8,
2016.

FERNANDES, P. Antibacterial discovery and development--the failure of success? Nature
Biotechnology, v. 24, n. 12, 1497-503, 2006.

GROSSART, H. P.et al. Fungi in aquatic ecosystems. Nature Reviews Microbiology,
v. 17, p. 339-354, 2019.

GROSSART, H. P.; ROJAS-JIMENEZ, K. Aquatic fungi: Targeting the forgotten in
microbial ecology. Current Opinion in Microbiology, v. 31, p. 140-145, 2016.

HANI, U. et al. Candidiasis: a fungal infection--current challenges and progress in
prevention and treatment. Infection Disorders Drug Targets, v. 15, n. 1, p. 42-52, 2015.

HASSET, B. T. et al. “Global diversity and geography of planktonic marine fungi”.
Botanica Marina, v. 63, n. 2, p. 121-139, 2020.

INGOLD, C. T. An lllustrated Guide to Aquatic and Water-borne Hyphomycetes
(Fungi Imperfecti) with notes on their Biology. Cumbria: Freshwater Biological
Association, 1975. 98p.

JARRELL, A. S. et al. Factors associated with in-hospital mortality among critically ill
surgical patients with multidrug-resistant Gram-negative infections. Journal of Critical
Care, v. 43, p. 321-326, 2018.

JONES, E. B. G.; PANG, K.-L. Tropical aquatic fungi. Biodiversity and Conservation, v.
21,n. 9, p. 2403-2423, 2012.

KAAE, S. et al. Antibiotic knowledge, attitudes and behaviours of Albanian health care
professionals and patients-a qualitative interview study. Journal of Pharmaceutical Policy
and Practice, v. 10, n. 1, 2017.

KAKATI, B. et al. Fluconazole Resistant Candida Oesophagitis in Immunocompetent
Patients: Is Empirical Therapy Justifiable?. Journal of Clinical and Diagnostic Research,
v. 9, n. 12, 2015.



26

KOLONITSIOU, F. et al. Trends of Bloodstream Infections in a University Greek Hospital
during a Three-Year Period: Incidence of Multidrug-Resistant Bacteria and Seasonality in
Gram-negative Predominance. Polish Journal of Microbiology, v. 66, n. 2, p. 171-180
2017.

KONTOYIANNIS, D. P. et al. Risk factors for Candida tropicalis fungemia in patients with
cancer. Clinical Infectious Diseases, v. 33, n. 10, p. 1676-1681, 2001.

KOWANGA, K. D. et al. Antimycobacterial and cytotoxic activities of extracts from fungal
isolates of Lake Magadi. International Journal of Biological and Chemical Sciences, v.
11, n. 5, p. 2430-2441, 2017.

KRAUSS, G. J. et al. Fungi in freshwaters: ecology, physiology and biochemical potential.
FEMS microbiology reviews, v. 35, n. 4, p. 620-651, 2011.

KRHISNASAMY, L. et al. Phylogenetic characterization of biofilm forming multidrug
resistant Candida albicans and Non albicans Candida causing vulvovaginal candidiasis,
Gene Reports, v. 19, p. 1-6, 2019.

LI, Y. et al. Overview on the recente study of antimicrobial peptides: Origins, functions,
relative mechanism and application. Peptides, v. 37, n. 2, p. 207-215, 2012.

LIMA, H. K. S. et al. Distribuicdo e custo de antimicrobianos na Atencdo Primaria. Acta
Paulista de Enfermagem, Sao Paulo, v. 31, n. 1, p. 95-101, 2018.

LIMA, M. F. P. et al. Staphylococcus aureus e as infecgOes hospitalares — revisdo de
literatura. Revista Uninga, v .21, n. 1, p. 32-39, 2015.

LIMBADRI, S. et al. Bioactive Novel Indole Alkaloids and Steroids from Deep Sea-Derived
Fungus Aspergillus fumigatus SCSIO 41012. Molecules, v. 23, n. 9, 2018.

LISBOA, T. NAGEL, F. Infeccdo por patégenos multi-resistentes na UTI: como escapar?
Revista Brasileira de Terapia Intensiva, v. 23, n. 2, p. 120-124, 2011.

LIU, Y. J. et al. Antimicrobial Secondary Metabolites from the Seawater-Derived
Fungus Aspergillus sydowii SW9. Molecules, v. 24, n. 24, 2019.

LUBIAN, C. T. et al. Antifungal activity of the aqueous extract from Arctium minus (Hill)
Bernh. (Asteraceae) on oral Candida species. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.
12, n. 2, 2010.

MARTIN, R. M; BACHMAN, M. A. Colonization, Infection, and the Accessory Genome
of Klebsiella pneumoniae. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. v. 8, n. 4,
2018.

MAYER, F. L. et al. Candida albicans pathogenicity mechanisms. Virulence, v. 4, n. 2, p.
119-128, 2013.



27

MCCARTHY, M. et al. Future Research Priorities in Fungal Resistance. The Journal of
Infectious Diseases, v. 216, n. 3, p. 484-492, 2017.

MEGRI, Y. et al. Candida tropicalis is the most prevalent yeast species causing candidemia
in Algeria: the urgent need for antifungal stewardship and infection control measures.
Antimicrobial Resistance Infection & Control, v. 9, n. 50, 2020.

MENEZES, E. A. et al. Perfil de suscetibilidade de Candida tropicalis a antifangicos
sisttmicos. Revista de Patologia Tropical, v. 42, n. 1, p. 49-55, 2013.

MICHAEL, C. A. et al. The antimicrobial resistance crisis: causes, consequences, and
management. Frontiers in Public Health, v. 2, n. 145, 2014.

MONCHY, S. et al. Exploring and quantifying fungal diversity in freshwater lake
ecosystems using rDNA cloning/sequencing and SSU tag pyrosequencing. Environmental
Microbiology, v. 13, n. 6, p. 1433-1453, 2011.

MOURA, J. S. D. et al. Fatores de risco associados a infeccdo e mortalidade por
Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina em um hospital de referéncia para doencas
infectocontagiosas de Goiania-GO, Brasil. O mundo da saude, v. 35, n. 1, p. 84-90, 2011.

MUNITA, J. M.; ARIAS, C. A. Mechanisms of Antibiotic Resistance. Microbiology
spectrum. v. 4, n. 2, p. 1-37, 2016.

NAGLIK, J. R. et al. Candida albicans interactions with epithelial cells and mucosal
immunity. Microbes and Infection, v. 13, p. 963-76, 2011.

NICOLINI, P. et al. Fatores relacionados a prescricdo médica de antibidticos em farmacia
publica da regido Oeste da cidade de Sdo Paulo. Ciéncia & Saude Coletiva, v. 13, 2013.

OLIVEIRA, J. H. et al., Acido Clavulanico e cefamicina: Uma perspectiva da biossintese,
processos de isolamento e mecanismo de acdo, Quimica Nova, v. 32, n. 8, p. 2142, 20009.

PAGUIGAN, N. D. et al. Acetophenone derivatives from a freshwater fungal isolate of
recently described Lindgomyces madisonensis (G416). Phytochemistry, v. 126, p. 59-65,
2016.

PARK, D. On the ecology of hetrotrofic micro-organisms in freshwater. Transactions of
the British Mycological Society, v. 58, n. 2, p. 291-299, 1972.

PAVYDE, E. et al. Public Knowledge, Beliefs and Behavior on Antibiotic Use and Self-
Medication in Lithuania. International Journal of Environmental Research and Public
Health, v. 2, n. 6, p.7002-7016, 2015.

PEARMAN, J. et al. Fungi in aquatic habitats near St Andrews in Scotland. Mycosphere,
v.1, p. 11-21, 2010.

PEMAN, J. et al. Antifungal drug resistance mechanisms. Expert Review of Anti-Infective
Therapy, v. 7, n. 4, p. 453-460, 2009.



28

PEREIRA, A. L.; PITA, J. R. Alexander Fleming (1881-1955) Da descoberta da penicilina
ao Prémio Nobel (1945). Revista da Faculdade de Letras, v. 6, p. 129-151, 2005.

PFALLER, M.A. et al. Results from the ARTEMIS disk global antifungal Surveillance
study, 1997 to 2007: a 10.5 year analysis of susceptibilities of Candida species to
fluconazole and voriconazole as determined by CLSI standardized disk diffusion. Journal
of Clinical Microbiology, v. 48, p. 1366-1377, 2010.

POIREL, L. et al. Antimicrobial Resistance in Escherichia coli. Microbiology Spectrum,
V. 6, n. 4, 2018.

PONTON, J.; QUINDOS, G. Mecanismos de resistencia a la terapéutica antifiingica.
Medicina Clinica, v. 126, p. 56-60, 2006.

QUEIROZ, G. M. et al. Multirresisténcia microbiana e opcdes terapéuticas disponiveis.
Revista da Sociedade Brasileira de Clinica Médica, v. 10, n. 2, p. 132-138, 2012.

RICHARDS, T. A. et al. Marine Fungi: Their Ecology and Molecular Diversity. Annual
Review of Marine Science, v. 4, n. 1, 2012.

ROCHA, W. R. V. et al. Género Candida - Fatores de viruléncia, Epidemiologia, Candidiase
e Mecanismos de resisténcia. Research, Society and Deveploment, v. 10, n. 4, 2021.

SALGADO, A. A. R. et al. Grandes capturas fluviais no Brasil: Sintese das novas
descobertas. Estudos do Quaternario, v. 19, p. 23-31, 2018.

SAMPAIO, P. S. et al. Implementacdo da nova regulamentacdo para prescricdo e
dispensacdo de antimicrobianos: possibilidades e desafios. Caderno de Salde
Coletiva, Rio de Janeiro, v. 26, n. 1, p. 15-22.

SANGUINETTI, M. et al. Antifungal drug resistance among Candida species: mechanisms
and clinical impact. Mycoses, v. 8, n. 52, p. 2-13, 2015.

SANTANA, T. C. F. S. et al. Prevalence and bacterial resistance in urinary tract infections
in S&o Luis, MA, Brazil in the period from 2005 to 2008. Journal of Tropical Pathology,
v. 41, n. 4, p. 409-418, 2012.

SARAVANAKUMAR, K. et al. Anticancer potential of bioactive 16-methylheptadecanoic
acid methyl ester derived from marine Trichoderma. Journal of Applied Biomedicine, v.
13, n. 3, p. 199-212, 2015.

SENEVIRATNE, C. J. et al. Antifungal Susceptibility in Serum and Virulence Determinants
of Candida Bloodstream Isolates from Hong Kong. Frontiers in Microbiology, v. 7, 2016.

SEPTIMUS, E. J. Antimicrobial Resistance: An antimicrobial/Diagnostic Stewardship and
Infection Prevention Approach. Medical Clinics of North America, v. 102, n. 5, p. 819-
829, 2018.


https://www.revistas.ufg.br/iptsp/index

29

SHEARE, C. A. et al.Fungal biodiversity in aquatic habitats. Biodiversity and
Conservation, v. 16, p. 49-67, 2007.

SPECIAN, V. et al. Metabdlitos Secundarios de Interesse Farmacéutico Produzidos por
Fungos Endofiticos. UNOPAR Cientifica Ciéncias Bioldgicas e da Saude, v. 16, n. 4, p.
345-351, 2014.

STRAUME, D. et al. Natural transformation and genome evolution in Streptococcus
pneumoniae. Infection, Genetics and Evolution, v. 33, p. 371-380, 2015.

SUSTR, V. et al. Vulvovaginal Candidosis: Current Concepts, Challenges and
Perspectives. Journal of Fungi, v. 6, n. 4, 2020.

TAKAHASHI, J. A. et al. Fungos Filamentosos e Quimica: Velhos Conhecidos, Novos
Aliados. Revista Virtual de Quimica, v. 9, n. 6, p. 2351-2382, 2017.

TAN, T. Y., et al. Antifungal susceptibility of invasive Candida bloodstream isolates from
the Asia-Pacific region. Medical Mycology, v. 54, p. 471-477, 2016.

THADEN, J. T. Results from a 13-Year Prospective Cohort Study Show Increased Mortality
Associated with Bloodstream Infections Caused by Pseudomonas aeruginosa Compared to
Other Bacteria. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 61, n. 6, 2017.

TIAN, Y. Sydoxanthone C and acremolin B produced by
deep-sea-derived fungus Aspergillus sp. SCSIO
IndO9FO01. The Journal of Antibiotics, v. 68, p. 703-706, 2015.

TURECKA, K. et al. Antifungal Activity and Mechanism of Action of the Co (Ill)
Coordination Complexes With Diamine Chelate Ligands Against Reference and Clinical
Strains of Candida spp. Frontiers on Microbiology, v. 9, 2018.

VENTOLA C, L. The Antibiotic Resistance Crisis: Part 1: Causes and Threats. Pharmacy
and Therapeutics. v. 40, n. 4, p. 277-283, 2015.

VIEIRA, P. N.; VIEIRA, S. L. V. Uso irracional e resisténcia a antimicrobianos em
hospitais. Arquivos de Ciéncias da Saude da UNIPAR, v. 21, n. 3, 2017.

VISAMSETTI, A. et al. Penicillium chrysogenum DSOA associated with marine sponge
(Tedania anhelans) exhibit antimycobacterial activity. Microbiology Research, v. 185, p.
55-60, 2016.

VON NUSSBAUM, F. et al. Antibacterial natural products in medicinal chemistry--exodus
or revival?. Angewandte Chemie International Edition in English, v. 45, n. 31, p. 5072-
5129, 2006.

WACHTLER, B. C. et al. Candida albicans-epithelial interactions: dissectung the roles of
active penetration induced endocytosis and host factors on the infection process. PL0S One,
v.7,n.5,2012.



30

WATCHLER, B. C. et al. From attachment to damage: defined genes of Candida albicans
mediate adhesion, invasion and damage during interaction with oral epithelial cells. PL0oS
One, v. 6, n. 2, 2011.

WEISER, J. N. et al. Streptococcus pneumoniae: transmission, colonization and invasion.
Nature Reviews Microbiology, v. 16, n. 6, p. 355-367, 2018.

World Health Organization. UN Interagency Coordination Group on AMR (IACG). 2019.
Disponivel em: <https://www.who.int/antimicrobial-resistance/interagency-coordination-
group/public-discussion-leaders-group/en/> Acesso em: Jul. 2020.

WRIGHT, P. M. et al. The Evolving Role Of Chemical Synthesis In Antibacterial Drug
Discovery. Angewandte Chemie International Edition, v. 53, n. 34, p. 8840-8869, 2014.

WU, Z et al. Brasilane sesquiterpenoids and dihydrobenzofuran derivatives from
Aspergillus terreus [CFCC 81836]. Phytochemis, v. 156, n. 159-166, 2018.

YANO, J. et al. Current patient perspectives of vulvovaginal candidiasis: Incidence,
symptoms, management and post-treatment outcomes. BMC Women’s Health v. 19, p. 1-9,
2019.

ZHUANG, Y. et al. New Quinazolinone Alkaloids within Rare Amino Acid Residue from
Coral-Associated Fungus, Aspergillus versicolor LCJ-5-4. Organic Letters, v. 13, n. 5, p.
1130-1133, 2011.

ZUZA-ALVES, D. L. et al. An update on Candida tropicalis based on basic and clinical
approaches. Frontiers in Microbiology, v. 8, p. 1-19, 2017.


https://www.who.int/antimicrobial-resistance/interagency-coordination-group/en/
https://www.who.int/antimicrobial-resistance/interagency-coordination-group/public-discussion-leaders-group/en/
https://www.who.int/antimicrobial-resistance/interagency-coordination-group/public-discussion-leaders-group/en/
https://pubs.acs.org/orglett

31

CAPITULO |
BIOLOGICAL ACTIVITY OF AQUATIC FUNGI: ASYSTEMATIC REVIEW
*Artigo submetido a revista Current Microbiology — Qualis B1

Postgraduate Program in Science, Innovation and Technology for the Amazon, Federal
University of Acre, Rio Branco, Acre, Brazil

Natalia Silva Andrade

Center for Health Sciences and Sports, Federal University of Acre, Rio Branco, Acre,
Brazil.

Leila Priscila Peters

Center for Biological and Nature Sciences, Federal University of Acre, Rio Branco,
Acre, Brazil.

Clarice Maia Carvalho

ABSTRACT

Fungi from aquatic environments are relevant and have several biotechnological potentials,
arousing industrial interest owing to the production of secondary metabolites. Although
studies on the investigation of aquatic fungi and their compounds are scarce, many of them
have demonstrated diverse biological activities, providing evidence of their clinical
importance. The objective of this study was to select articles published between 2010 and
2020 that reported the existence of biological activity of aquatic fungi. A bibliographic
survey was carried out between the months of May and November 2020 in the Scielo,
Science Direct, Pubmed and Google Scholar databases to gather publications in Portuguese
and English on the biological activity of aquatic fungi in the afore-mentioned years. The
following descriptors were used: “biological activity of aquatic fungi”, “activity fungi
freshwater”, “activity fungi marine”, “aquatic fungi and
antifungal/antibacterial/antimycobacterial/anti-inflammatory/antitumor ~ activity”.  The
selection was based on title and abstract reading. The studies that met the inclusion criteria
contained information on the biological activity of aquatic fungi, based on their metabolites
and technological applications. Studies were excluded if they were duplicated in different
databases, did not meet the needs of biological activity or were published outside the search
period. There was a total of 51 studies conducted with freshwater (23.6%) and marine
(72.4%) fungi, described according to pharmacological activity, species, extract/compound,
main findings on biological activity and author/year. It was concluded that most fungi with
biological activity belonged to the marine environment. The most prevalent genera were
Penicillium in fresh water and Aspergillus in sea water. In both environments, the most
reported activity was antibacterial.

Keywords: marine fungus, antibacterial, Penicillium.
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INTRODUCTION

Fungi play an important role in different ecosystems, including aquatic
environments, where they are universally distributed (JONES; PANG, 2012). Aquatic fungi
are those that depend on the aquatic habitat in part or throughout their life cycle
(GROSSART et al., 2019). Most of them are comprised between the phyla Ascomycota and
Chytridiomycota, while the Basidiomycota phylum is less representative (VALDERRAMA,
2016).

Studies aimed at understanding the biodiversity and distribution of aquatic fungi
demonstrate their abundance both in marine environments and in freshwater locations
(JONES et al., 2011; RICHARDS et al., 2012; GLADFELTER et al., 2019). However,
information on these fungi is limited, which indicates a scarcity of related studies, as shown
by the lack of standardized assays using aquatic fungi as test species (ITTNER et al., 2018).

Fungal communities in aquatic environments are ecologically important. However,
they have also been researched because of interest from the industry with possible
biotechnological application, especially in the field of health, as it is a new ecological niche
(TAKAHASHI et al., 2017). Previous studies have reported several activities attributed to
this group of microorganisms, e.g., antibacterial (BAO et al., 2013), antifungal, antitumor
(FELICIO et al., 2015), antimycobacterial (VISAMSETTI et al., 2016), among others. Such
exploration consists of benefits that can be used for therapeutic purposes.

Although they are recognized as important microorganisms, more complex studies
on aquatic fungi are still needed, for example, on their characterization, quantitative
abundance and functionality (which is poorly studied to date) (GROSSART; ROJAS-
JIMENEZ, 2016), in addition to the use of their metabolites for the production of biological
agents.

By highlighting the biotechnological potential and production of active compounds
by this group of microorganisms, this paper aimed to carry out a systematic review of studies

on the biological activity of aquatic fungi published between the years 2010-2020.

MATERIALS AND METHODS
In the period from May to November 2020, a survey of articles that addressed the
biological activity of aquatic fungi was carried out. The virtual libraries were consulted

Science Direct, Google Scholar, Scielo e PubMed, using as search terms “biological activity
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of aquatic fungi”, “activity fungi freshwater”, “activity fungi marine”, “aquatic fungi and
antifungal/antibacterial/anti-mycobacterial/anti-inflammatory/antitumor activity”.

Articles published in English and Portuguese between 2010 and 2020 were selected.
The selection was based on the title and abstract reading, analyzing the works that presented
information on the biological activity of aquatic fungi, considering their metabolites and
technological applications. As inclusion criteria, studies published between 2010 and 2020
were used, describing the existence of biological activity of fungi from aquatic
environments, based on their secondary metabolites. In the exclusion criteria, articles that
were duplicated in the database or that did not have information that demonstrated the
existence of biological activity from aquatic fungi were not considered.

The articles were systematized in the Excel program, containing information
regarding the species of aquatic fungus, extract/compound, biological activity and
author/year of publication. Subsequently, the information was organized into tables and
graphs for descriptive analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

A total of 1,399 articles were found in the searched databases, 651 in Google Scholar,
629 in Pubmed, 92 in Science Direct and 27 in Scielo, published between 2010 and 2020.
Of these, 161 were selected for analysis, after reading the title and checking for duplicity,
meeting the requirement of biological activity from aquatic fungus, present in fresh or
marine water.

After reading the abstract, 119 articles were selected, and after reading and detailed
analysis of the works, 51 articles referring to the biological activity of aquatic fungi were
included. The flowchart that demonstrates the steps of identification, selection and inclusion

of jobs is in Figure 1.
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v

Studies included in the review
n: 51

Figure 1. Flowchart of articles on biological activity of aquatic fungi.

From the 51 selected articles, 12 were from freshwater fungi (23.6%) and 39 from
marine water (76.4%). The works were organized in two tables, for freshwater fungi (Table
1) and marine water fungi (Table 2) according to pharmacological activity, studied fungus,

analyzed extract/compound, main results and author and year of publication of the work.
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Table 1. Pharmacological activity, fungus studied, extract / compound analyzed, main
results obtained from biological activity of freshwater fungi.

Pharmacological

activity Fungi Extract/compound Results Reference
Antibacterial Delitschia Isoamericanic acid A Activity against SUNetal., 2011
corticola Caffeic acid Bacillus cereus,

B. laterosporus,
Staphylococcus
aureus

Chaetomium sp. Chaetones A - F Activity against SHEN et al., 2012
S. aureus
Paraphoma Isochromenone derivates  Activity against EL-ELIMAT etal,,
radicina S. aureus 2014
Lindgomyces Madisone, 4’- Activity against PAGUIGAN et al.,
madisonensis methoxymadisone and S. aureus, 2016
dihydroallovisnaginone Escherichia coli
Aspergillus Speramide A Activity against CHANG et al.,
ochraceus Pseudomonas 2016
aeruginosa
Penicillium sp. Tanzawaic acid, Activity against ABDELWAHAB
benzoquinone S. aureus etal., 2018
Penicillium sp. Peninaphones A — C Activity against ZHENG et al.,
S. aureus 2019
Antifungal Ophioceras Ophiocerol, Activity against DONG et al., 2010
dolichostomum Isoamericanoic acid A, Alternaria sp.,
Caffeic acid Fusarium sp.
Delitschia Isoamericanoic acid, caffeic ~ Activity against SUN et al., 2011
corticola acid Alternaria sp.,
Esclerocio sp.,
Fusarium sp.
Paraphoma Isochromenone derivates  Activity against EL-ELIMAT etal,,
radicina Cochliobolus 2014
miyabeanus
Lindgomyces Madison, 4’- Activity against PAGUIGAN etal.,
madisonensis metoximadisone, Candida albicans, 2016
dihydroallovisnaginone Aspergillus niger
Clavariopsis Clavariopsin Activity against SOE et al., 2019
aquatica Botrytis cinerea,
Magnaporthe
oryzae,
Colletotrichum
orbiculare,
Fusarium
oxysporum,
Alternaria alternata,
Aspergillus niger
Antitumor Acrostalagmus Diketopiperazines Activity against WANG et al., 2012
luteoalbus cell lines SF-268,
MCEF-7, NCI-
H460, HepG2
Chaetomium sp. Chaetone Activity against SHEN etal., 2012
cell lines A549,
Raji, HepG2,
MCEF-7, HL-60.
Penicillium Ethyl acetate Activity against ABDEL-HADY et
islandicum extract cell lines HepG2, al., 2016
MCF-7
Penicillium sp. Benzoquinones Activity against ABDELWAHAB
cell line L5178Y etal., 2018




Antimycobacterial

Lindgomyces
madisonensis

Helicoon richonis

Madisona, 4’-
metoximadisona,
dihidroallovisnaginona
Ethyl acetate

extract

Activity against
Mycobacterium
smegmatis
Activity against
M. madagascariense,
M. indicus pranii

PAGUIGAN etal,,
2016

KOWANGA etal.,
2017
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Table 2. Pharmacological activity, fungus studied, extract / compound analyzed, main

results obtained from biological activity of marine fungi.

Pharmacological

activity Fungi Extract/compound Results Reference
Antibacterial Aspergillus sp. Aspergiterpenoid A, Activity against Lletal., 2012
(-) - sydonol, S. aureus, B.
(-) — sydonic acid, Subtl.|IS, B. cereus,
. L Sarcina lutea, E.
(,‘) ',5' ,(h|Firox!met|I) -2-(2 coli, Micrococeus
,6',6 -t.rlmetllyetra-hldro- tetragenus, Vibrio
2H-piran-2-il) fenol parahaemolytico,
V. anguilar
Trichoderma Tricodermaquinone, Activity against KHAMTONG et al.,
aureoviride tricodermaxantone S. aureus metici- 2012
lin resistant
Penicillium sp. Acid D, Activity against BAO et al., 2013
secalonic acid B, B. SUbtiliS, E. COIi,
TT Micrococcus
penicillixanthone A luteus, Pseudo
alteromonas
nigrifaciens
Penicillium sp. Penicifuran A Activity against Qletal., 2013
S. aureus
Cladosporiumsp. Malettinin E Activity against SILBERetal., 2014
Xanthomonas
campestris
Paecilomyces sp. Betulin Activity against BARAKAT;
E. coli, B. subtilis, SALEH, 2016
Salmonella typhi
Trichoderma sp. Alternariol 1'-hidroxi-9- Activity against ZHANG etal., 2017
metil éter B. subtilis, S.
aureus
Pestalotiopsis Isocoumarins, Activity against LIU et al., 2017
heterocornis Benzophenone S. aureus, B.
derivates subtilis
Penicillium sp. Penicillilactone A Activity against YOUNG LIUetal.,
V. harveyi 2018
Aspergillus Fumigatoside F, Activity against LIMBADRI et al.,
fumigatus Fumiquinazoline G Acinetobacter 2018
baumannii, S.
aureus
Arthrinium sp. 4-hidroxi-2-piridon Activity against BAO et al., 2018
arthpironas F-I; S. aureus
apiosporamide
Aspergillus Ethyl acetate extract Activity against GUOetal,, 2019
flavipes V. harveyi
Aspergillus 2- (4-hidroxibenzil) -4- (3-  Activity against LIU etal., 2019
sydowii acetil) quinazolinone, E. coli,
sesquiterpenes, alcaloid S. aureus,
S. epidermidis,
S. pneumoniae
Penicillium Ethyl acetate Activity against AMER et al., 2019
crustosum extract S. aureus, E. coli,
Pseudomonas

aeruginosa




Antifungal Aspergillus Insufetolide A; Sesqui- Activity against COHEN etal,, 2011
insuetus terpens: strobilactone A; (E, Neurospora
E)-6-(60,70-di-hidro- xi- crassaw
20,40-octadienoil)-
obilobilone A
Aspergillus Quinazolinone Activity against ZHUANG et al.,
versicolor C. albicans 2011
Cladosporium sp. Maletinin B and C Activity against SILBERetal., 2014
C. albicans
Penicillium sp. Terretrione D, Activity against SHAALA,;
Terretrione C C. albicans YOUSSEF, 2015
Pleosporales sp. Pleosporaline E Activity against CHEN et al., 2015
C. albicans
Pestalotiopsis Isocoumarin Activity against LEl etal., 2017
heterocornis C. albicans, C.
parapsilosis,
Criptococcus
neoformans
Aspergillus Fumigatoside E Activity against LIMBADRI et al.,
fumigatus Fusarium 2018
oxysporum
Antitumor Aspergillus Insufetolide C, Activity against COHEN etal., 2011
insuetus sesquiterpens: (E) -6- (40-  cell line MOLT-4

hidroxi-20-butenoil)) -
obilobilone A, (E, E) -6-

(60,70-di-hidroxi-20,40-
octadienoil) -obilobilone A

Aspergillus sp. Aspergiterpenoid A, Activity against Lletal, 2012
(-) - sydonol, (-) — sydonic cells lines HL-60
acid, (-) - 5- (hidroximetil) ~ and A-549.
-2- (2,6, 6'-trimetiltetra-
hidro-2H-piran-2-il) fenol
Penicillium Auranomide B Activity against SONG et al., 2012
aurantiogriseum cell line HepG2
Penicillium Penipacids A and E, Activity against Ll etal., 2013
paneum analogue cells lines RKO
and Hela
Hypocrea lixii Acid methyl ester 16- Activity against SARAVANAKUMAREet
mehylheptadecanoic (HDA)  cells lines KB and al, 2015
and acide 9,12- A431
octadecadienoic (ODA)
Peniciliium Ethyl acetate Activity against AMER et al., 2019
crustosum extract cells lines SCC,
MCF-7 and Caco
Penicillium Ergosterol, Activity against ALSHERSI et al.,
chrysogenum epidioxyergosterol cells lines A-549, 2020
DU-145, MCF-7
and HepG2
Anti-inflammatory  Penicillium sp. Metilpenicilone Activity against KIM et al., 2014
NO, PGE2, iNOS
and COX-2
Aspergillus Preussin C-K Activity against IL- GU etal., 2015
floculosus 6
Pleosporales sp. Pleosporins Activity  against

Aspergillus sp.

Penicillium
chrysogenum

Diorcinol, cordyol C,
3,7-diidroxi-1,9-dimetil
dibenzofurane
Crisamide C

lipopolysaccharid
and induced by IL-
6 production
Activity against
COX-2

Activity against IL-
6

CHEN et al., 2015

TIAN et al., 2015

CHEN etal., 2016



Aspergillus Aurasperone F, Activity against FANG et al., 2016
niger Aurasperone C, COX-2
Asperpirone A
Phoma sp. Pleosporalins A—C Activity against IL- WU etal., 2017
6
Chondrostereum sp. Chondroterpens A, B, H, Activity against HSIAO et al., 2017
Hirsutanol A, NO
Condrosterins A, B
Aspergillus Aspervesiamides B, C,F, G Activity against Lletal., 2018
versicolor iNOS
Penicillium sp. 7-acetoxydehydroausti-nol,  Activity against PARK et al., 2018
Austinolide, 7- NO
acetoxydehydroaustin, 11-
hydroxyisoaustinone,
11-acetoxyisoaustinone
Aspergillus Luteroeto E Activity against LIU et al., 2018
terreus NO
Aspergillus Brasilanones A and E Activity against WU etal., 2018
terreus NO
Antimycobacterial  Trichoderma sp. Trichoderins A, Aland B Activity against PRUKSAKORN et
Mycobacterium al., 2010
smegmatis,
M. bovis,
M. tuberculosis
Emericella Ophiobolin K, Activity against M. ARAIl et al., 2012
variecolor 6-epi-ophiobolin K, smegmatis
6 -epi-ophiobolin G
Penicillium Ethy! acetate Activity agginst M. VISAMSETTI
chrysogenum extract tuberculosis, M. etal., 2016
avium, M.
fortuitum, M.
smegmatis,M.
vaccae
Aspergillus sp. Gliotoxin, Activity against M. LUOetal., 2017
12,13-dihydroxy- tuberculosis
fumitremorgin C,
helvoic acid
Arthrinium sp. 4-hidroxy-2-pyridone Activity against M. BAO et al., 2018
arthpyrones F-I; smegmatis
apiosporamide
Gliocladium sp. Ergosterol-5, Activity against M. Uc-CACHON et al.,
8-peroxid tuberculosis 2019
Penicillium sp. Ketidocillinones Activity against M. SHAH et al., 2020
BandC phlei

The highest number of citations was related to antibacterial activity, both in fresh and
marine water fungi (32.3%), followed by antifungal activity (18.5%), considering both
environments. The activity with the lowest number of works found was anti-mycobacterial

(13.8%) (Figure 2).
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Figure 2. Frequency of works on biological activity of aquatic fungi.

Regarding the biological activity of freshwater fungi, 38.9% of the studies reported
the existence of antibacterial activity, 27.8% of antifungal activity, 22.2% of antitumor
activity, 11.1% of anti- mycobacterial, and no studies were found that reported anti-
inflammatory activity in freshwater fungi. The distribution of freshwater fungi by type of

activity reported is shown in Figure 3.
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Regarding biological activity for marine fungi, the most reported was also
antibacterial activity, 29.8%, followed by anti-inflammatory activity with 25.5%, and the
other activities (antifungal, antitumor and anti-inflammatory) had a frequency of 14.9%
each. Figure 4 shows the list of fungi distributed for each activity reported, and Figure 5
represents all fungal species that were found in freshwater and marine environments, totaling

37 species among the collected works.
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Figure 4. Distribution of marine water fungi by biological activity.
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Figure 5. Frequencies of fresh and marine water fungi reported in studies on biological

activity of aquatic fungi.

Antibacterial activity

Among the studies that reported antibacterial activity of aquatic fungi, 33.3%
focused on fungi isolated from fresh water while 66.7% were isolated from sea water fungi.
Of such studies, 28.5% reported fungi of the genus Penicillium (BAO et al., 2013; Ql et al.,
2013; ABDELWAHAB et al., 2018; YOUNG LIU et al., 2018, AMER et al.; ZHENG et al.,
2019).

Of the bacteria inhibited in antibacterial activity tests, Staphylococcus aureus was
the most cited: 71.4% of the papers about antibacterial activity, followed by Escherichia coli
(23.8%) and Bacillus subtilis (23.8%). As reported by previous studies, the main activity
that was evaluated was against strains of S. aureus (SUN et al., 2011; SHEN et al., 2012;
KHAMTONG et al., 2012; LI et al., 2012; QI et al., 2013; EL-ELIMAT et al., 2014;
PAGUIGAN et al., 2016; ZHANG et al., 2017; LIU et al., 2017; LIMBADRI et al., 2018;
BAO et al., 2018; ABDELWAHAB et al., 2018; ZHENG et al., 2019; LIU et al., 2019 and
AMER et al., 2019), which reinforces the importance of finding measures that inhibit this
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pathogen, which is responsible for a large number of infections acquired in the community
and in hospitals (TAYLOR; UNAKAL, 2017).

In one of these studies, after the characterization of structurally new metabolites of
aquatic fungi, two new compounds could be isolated: isochromenone and
hydronaphthalenone (Table 1), from the cultivated extract of the aquatic fungus Delitschia
corticola, which showed antibacterial activity against the strains tested in the study (SUN et
al., 2011). A study with the marine fungus Trichoderma aureoviride showed antibacterial

activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (KHAMTONG et al., 2012).

Antifungal activity

Among the studies retrieved for antifungal activity, 41.7% focused on fungi isolated
from fresh water while 58.3%, on sea water fungi. The fungal genus predominantly reported
in the selected studies was Aspergillus (25%), especially in the marine environment,
especially the species Aspergillus insuetus (COHEN et al., 2011), Aspergillus versicolor
(ZHUANG et al., 2011) and Aspergillus fumigatus (LIMBADRI et al., 2018).

Among the fungi that were inhibited in antifungal tests, Candida albicans was the
most tested; it was reported in 50% of the selected studies (SILBER et al., 2014; ZHUANG
etal., 2014, PAGUIGAN et al., 2016, SHAALA; YOUSSEF, 2015; CHEN et al., 2015; LEI
et al., 2017). The second most inhibited fungus was Alternaria sp., corresponding to 16.6%
of the papers (DONG et al., 2010 and SUN et al., 2011).

One of the most important opportunistic fungal pathogens is Candida albicans,
which is able to commensally colonize the gastrointestinal tract, mouth, skin and urogenital
system (NAGLIK et al., 2011). It can also cause infections, especially among people with
weakened immune systems, attacking the skin, mucosa, membranes; penetrating the blood;
and attacking arteries and organs (FISHER et al., 2011).

A new macrolide belonging to the fresh water fungus Ophiocera dolichostomum was
identified, and it was shown to have nematicidal and antifungal activity against some
pathogens (DONG et al., 2010). Acetophenone derivatives have recently been described
from the fungal isolate Lindgomyces Madisonensis, which demonstrated activity against
fungi and bacteria. Malettinin E was described by Silber et al. (2014), based on compounds
produced by the fungus Cladosporium sp., and it demonstrated antifungal and antibacterial
activity. Studies such as these support the need to investigate promising aquatic fungi and

their antifungal activities.
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Anti-inflammatory activity

No studies were found to report anti-inflammatory activity of fresh water fungi.
However, there were 11 studies assessing this activity in the marine environment. The most
frequent genus was Penicillium (27.2%), with Penicillium sp. (KIM et al., 2014; PARK et
al., 2018) and Penicillium chrysogenum (CHEN et al., 2016) followed by the species
Aspergillus terreus (16.8%) (LI1U et al., 2018; WU et al., 2018). Other studies with the genus
Aspergillus were also found: Aspergillus flocculosis (8.33%), Aspergillus niger (8.33%) and
Aspergillus versicolor (8.33%).

Among the most frequently tested markers are nitric oxide (NO), present in 45.4%
of the studies (KIM et al., 2014; HSIAO et al., 2017; PARK et al., 2018; LIU et al., 2018;
WU et al., 2018), followed by Interleukin-6 (IL-6), accounting for 36.3% (GU et al., 2015;
CHEN et al., 2015, 2016; WU et al., 2017). COX-2 was evaluated in 27.2% of the selected
studies (KIM et al., 2014; TIAN et al., 2015; FANG et al., 2016).

As noted, most works with anti-inflammatory activity show activity against nitric
oxide. The production of NO is important for the body’s defense, but its overproduction
implies the emergence of human pathologies; therefore, NO blocking agents are beneficial
in the response to the treatment of inflammation (BERNARDES et al., 2014). Research on
the fungus Aspergillus versicolor, using the compound Asperversiamiade (G), found activity
against inducible nitric oxide synthase (iNOS), which catalyzes the production of NO,
showing that it is potentially relevant to the development of new anti-inflammatory agents

for the treatment of diseases and other associated disorders (LI et al., 2018).

Antitumor activity

Among the studies on antitumor activity, 36.3% were conducted in fresh water and
63.3% in sea water. One of the most studied genera in the two environments is Penicillium
(54.6%). The following species were found: Penicillium islandicum (ABDEL-HADY et al.,
2016), Penicillium sp. (ABDELWAHAB et al., 2018), Penicillium aurantiogriseum (SONG
et al., 2012), Penicillium paneum (LI et al., 2013), Penicillium crustosum (AMER et al.,
2019) and Penicillium chrysogenum (ALSHERSI et al., 2020). Then, 18.1% of the studies
described the genus Aspergillus: A. insuetus (COHEN et al., 2011) and Aspergillus sp. (LI
etal., 2012).
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Among the most frequently tested cell lines, HepG2 was present in 45.4% of the studies
(WANG et al., 2012; SHEN et al., 2012; ABDEL-HADY et al., 2016; SONG et al., 2012;
ALSERSI et al., 2020).

The second most tested cell line was MCF-7, present in 45.4% of the studies (WANG
etal.,, 2012; SHEN etal., 2012; ABDEL-HADY etal., 2016; AMER et al., 2019; ALSHERSI
et al., 2020).

HepG2 is a human liver cancer cell line that is widely used in pharmacotoxicological
research (DONATO; GOMEZ-LECHON, 2014). A recent study among the selected works
demonstrated that the fungus Acrostalagmus luteoalbus, particularly its compound
diketopiperazine, was able to exhibit antitumor activity against this and three other cell lines
(A-549, DU-145 and MCF-7). This result was evidence of a significant antitumor potential
from his natural product (WANG et al., 2012). Another fungus that was less observed in the
studies but was also present was the freshwater fungus Chaetomium sp., which showed
activity against five tumor cell lines: A-549, Raji, HepG2, MCF-7 and HL-60 (SHEN et al.,
2012).

Antimycobacterial activity

For this activity, 22.2% of the studies were conducted in fresh water while 77.8%, in
marine water. Among the existing fungal genera, the most studied was Penicillium (22.2%),
with Penicillium chrysogenum (VISAMSETTI et al., 2016) and Penicillium sp. (SHAH et
al., 2020). Other species also had antimycobacterial activity, such as marine fungi
Emericella variecolor (ARAI et al., 2012) and Arthrinium sp. (BAO et al., 2018), and fresh
water fungi Lindgomyces Madisonensis (PAGUIGAN et al., 2016) and Helicoon richonis
(KOWANGA et al., 2018).

Among the tested mycobacteria, two were the most studied: Mycobaterium
smegmatis, with five studies (55.5%) on activity against this organism (PRUKSAKORN et
al., 2010; VISAMSETTI et al., 2015; LUO et al., 2017; Uc-CAHON et al., 2019), and
Mycobacterium tuberculosis, with four studies (44.4%) on the same activity
(PRUKSAKORN et al., 2010; ARAI et al., 2012; VISAMSETTI et al., 2015; BAO et al.,
2018).

The etiological agent of tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, remains a
worrisome public health problem worldwide. According to the epidemiological bulletin of

Brazil’s Ministry of Health published in 2018, about ten million people in the world became
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will from tuberculosis and 1.5 million people died as a result of it. Tuberculosis is the leading
cause of death from a single infectious agent (MS, 2020).

In one of the studies, the fungus Penicillium chrysogenum (isolated from sea sponge
Tedania anhelans) underwent different culture conditions. In addition to high antibacterial
activity, its extracts showed mycobacterial activity against strains of M. tuberculosis, M.
avium, M. smegmatis, among other microorganisms (VISAMSETT] et al., 2015).

There may occur multidrug-resistant strains of M. tuberculosis, owing to
inappropriate and uncontrolled use of antibacterial drugs (VISWANATHAN et al., 2014).
The quest for alternative compounds that can be effective for the bacillus that causes TB also
includes research on metabolic products from aquatic fungi, which, as noted, consists of

promising studies on antimycobacterial activity.

CONCLUSION

Based on the evaluation of the selected studies, it can be inferred that the inhalants
marine environment has the highest prevalence of studies on aquatic fungi. In this
environment, the most reported activity was antibacterial, followed by anti-inflammatory
one. The most reported genus was Aspergillus.

In the freshwater environment, the activity most frequently studied was also the
antibacterial one, and unlike the marine environment, no papers were found to describe anti-
inflammatory activity. The second highest activity reported was antifungal, followed by
antitumor one. Penicillium was the most reported genus for fresh water.

Considering the most described activity for both environments, which was the
antibacterial one, the microorganism Staphylococcus aureus was the most tested, followed
by Escherichia coli and Bacillus subtilis. For antifungal activity, the second most described
one, also considering the two environments, Candida albicans was the most tested for this
activity, followed by Alternaria sp.

For anti-inflammatory activity, the most tested markers were nitric oxide,
Interleukin-6 and COX-2. In antitumor activity, the most tested cell lines were HepG2 and
MCF-7. For antimycobacterial activity, the most tested strains were those from
Mycobacterium smegmatis and Mycobacterium tuberculosis.

The study of aquatic fungi and their secondary metabolites with antimicrobial
activity supports the importance of further studies in this field. There is a need for investment

in research on active fungal metabolites that inhibit or destroy these pathogenic
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microorganisms, which sometimes cause a series of diseases of worldwide importance. Such

research may help reduce harmful actions to human health, such as infections and mortality.
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RESUMO

Fungos de ambientes aquaticos possuem grande importancia ecoldgica, atuando na ciclagem
de nutrientes e decomposicédo de material vegetal submerso. Entretanto, poucos estudos tém
sido realizados sobre seu potencial biotecnoldgico, que contribuiria na pesquisa de novos
antimicrobianos. Considerando a capacidade de resisténcia dos microrganismos as
variedades de drogas existentes, o estudo com fungos de ambiente aquéatico e seus
metabdlitos permitem a investigacdo de novos compostos ativos contra patégenos
infecciosos. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antimicrobiana de
metabdlitos secundarios produzidos por fungos aquéticos isolados de igarapés urbanos da
cidade de Rio Branco, Acre, Brasil. 90 fungos isolados de ambiente aquético pertencentes a
Colecdo do Laboratério de Microbiologia da UFAC foram reativados em meio BDA, com
producdo de extratos com solvente acetato de etila. Para selecdo inicial, foi utilizado o teste
de difusdo em agar cup plate, contra as bactérias Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, e as leveduras Candida albicans e
C. tropicalis. Os extratos com atividade antimicrobiana foram submetidos a determinacéo
da concentracdo inibitoria minima (CIM), pelo teste de microdiluicho em pocos,
concentragdo microbicida minima (CMM), bioautografia em Camada Delgada, para
verificacdo das substancias ativas e caracterizacdo molecular dos fungos com melhor
atividade antimicrobiana, com construcdo de arvore filogenética. 10 extratos flngicos
(11,1%) apresentaram atividade antimicrobiana a pelos menos um dos microrganismos
testados. Destes, 0 extrato do fungo Penicillium pinophilum (6.313) teve atividade contra S.
aureus, S. pneumoniae e C. albicans, além dos fungos Clonostachys sp.1 (6.106) e
Gliocladium sp. 1 (6.419) com atividade contra dois microrganismos testados. Na CIM, os
extratos dos fungos Clonostachys sp. 1 (6.106) contra S. aureus e Penicillium pinophilum
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(6.313) contra S. aureus, S. pneumoniae e C. albicans tiveram menor valor de CIM, 0,0390
mg/mL. Na CMM, o menor valor foi de 0,0390 mg/mL, para o extrato do fungo Penicillium
pinophilum (6.313) contra S. pneumoniae e C. albicans. A bioautografia dos trés extratos
com melhor atividade antimicrobiana mostrou zonas de inibi¢do indicando a presenca de
substancias bioativas, e a caracterizagdo molecular dos fungos 6.106 e 6.313 mostrou que a
sequéncia obtida do fungo 6.106 apresentou similaridade de 99,81% para o género
Clonostachys, e do fungo 6.313 apresentou similaridade de 99,82% para a espécie
Penicillium pinophilum. Os fungos aquaticos avaliados tiveram atividade antimicrobiana
contra alguns dos microrganismos testados, mostrando sua potencialidade e necessidade de
estudos a partir de seus metabdlitos secundarios.

Palavras-chave: Penicillium pinophilum; Clonostachys; Gliocladium; Rio Branco.

INTRODUCAO

Fungos de ambientes aquaticos demonstram importancia ecoldgica, sendo
responsaveis pela ciclagem de nutrientes, decomposicdo de material vegetal submerso,
servem de alimento para vertebrados, invertebrados e outros microrganismos (AGUIAR et
al., 2019). Em relacdo ao seu potencial tecnoldgico, varias atividades ja foram relatadas por
eles, tais como antibacteriana (CHENG et al., 2016, ZHENG et al., 2019), antifingica
(PAGUIGAN et al., 2016), antitumoral (ABDELWAHAB et al., 2018), anti-inflamatoria
(LIU etal., 2018), nematicida (DONG et al., 2010) e anti-micobacteriana (BAO et al., 2018),
entre outras.

No Brasil, alguns estudos ja fizeram relatos acerca da riqueza de fungos aquaticos
facultativos e fungos ingoldianos (SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2014), além da
diversidade fungica, como por exemplo na bacia Amazonica (BEZERRA et al., 2015). Esta
regido possui uma extensa diversidade microbiana, incluindo microrganismos aquéticos
ainda pouco conhecidos (PIEDADE et al., 2014). O conhecimento limitado sobre a
distribuicdo fungica e seus aspectos ecoldgicos traz a necessidade de que mais estudos sejam
realizados nessa regido (CORTEZ et al., 2016), carecendo ainda de estudos que avaliem
também suas estruturas e atividades metabolicas, com aplicacdes tecnologicas.

O estudo de fungos aquaticos e seus metabolitos representa novas perspectivas para
a industria farmacéutica, proporcionando a busca por novos compostos eficientes contra
microrganismos patogénicos multirresistentes, presentes tanto nos ambientes hospitalares
como na comunidade (LIMA et al., 2020).

A resisténcia aos antimicrobianos é uma preocupacdo de saude publica mundial,
definida como a capacidade de um microrganismo impedir a atua¢do de um antimicrobiano

(OMS, 2014). Consequentemente, os tratamentos se tornam ineficazes e as infecgOes
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persistentes. Outro fato aliado a resisténcia é a escassez na inovacéao de tecnologias de satde
que sejam capazes de combater a adaptacdo dos microrganismos (BRASIL, 2018).

Estudos mostram que as bactérias com maior incidéncia de multirresisténcia sdo entre
as gram-positivas Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae, e dentre as gram-
negativas Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (ASLAM et al., 2018; SEPTIMUS,
2018).

Patégeno de ambiente predominantemente hospitalar, a presenca de S. aureus
decorre de medidas sanitarias inadequadas, associada a problemas terapéuticos (EXNER et
al., 2017), e o uso de antibioticos no controle do seu desenvolvimento tem sido por vezes
ineficaz, devido a capacidade de resisténcia ao uso dos mesmos, como por exemplo, S.
aureus resistente a meticilina. A prevaléncia de estirpes hipervirulentas associadas a
comunidade tém se desenvolvido de maneira preocupante. (FOSTER; GEOGEHAN, 2015;
FREITAS et al., 2021).

S. pneumoniae constitui uma das principais causas bacterianas de uma ampla gama
de infec¢bes que incluem pneumonia adquirida na comunidade, sepse e meningite. Sua
capacidade de remodelacdo de genoma facilitou a disseminacao da resisténcia a antibioticos
e a evasdo da imunidade induzida por vacinas (WEISER, 2018).

E. coli e K. pneumoniae sdo duas enterobactérias com maior aumento de resisténcia
a antibioticoterapia. E. coli é responsavel por ocasionar cerca de 130 a 175 milhGes de
infeccBes do trato urinario em todo o mundo (SURGERS et al., 2018), além de ser um
patdgeno alimentar (BAI et al., 2015). K. pneumoniae permeia entre as principais causas de
infeccOes associadas a cuidados de satde, ocasionando infecgdes urindrias, respiratdrias e
na corrente sanguinea (CANEIRAS, 2019). O advento de estirpes hipervirulentas conferem
maior potencial de causar doencas mais graves e disseminadas (HARADA; DOI, 2018).

Em relacdo aos fungos, a levedura Candida albicans possui alto potencial causador
de infec¢bes oportunistas no individuo, com aumento dos relatos de resisténcia as drogas
antifangicas utilizadas para este organismo (VIEIRA; SANTQOS, 2017). C. tropicalis possui
relevancia clinica entre as espécies de Candida, evidente em regibes tropicais e subtropicais
(RODRIGUEZ et al., 2017; MEDEIROS et al., 2019). Sua patogenicidade esta relacionada
a diversas caracteristicas de viruléncia, sendo associada a infec¢cbes com altas taxas de
mortalidade (DE SOUZA et al., 2020). Possui uma capacidade de resisténcia a antifingicos,
a exemplo do fluconazol (SILVA et al., 2015), dificultando a acdo do mesmo no tratamento

de infecgdes fungicas.
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Considerando os prejuizos a saude, o aumento de doengas associadas aos
microrganismos descritos e sua capacidade de adaptacdo, é necessaria a pesquisa por novos
agentes antimicrobianos, no intuito de combater as infeccGes causadas por estes
microrganismos, principalmente pelos provenientes de ambientes hospitalares e
disseminados para a comunidade. Este grupo € responsavel por altos indices de
morbimortalidade em todo o mundo (BURNHAM et al., 2018), e seu estudo incentiva novas
descobertas terapéuticas, além de ampliar o conhecimento acerca das potencialidades da
microbiota fingica aquatica.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano de fungos

aquaticos de igarapés urbanos da cidade de Rio Branco, Amazonia Sul Ocidental.

MATERIAL E METODOS

Reativacéo dos fungos

Foi realizada a reativacdo de 90 fungos aquaticos isolados dos igarapés urbanos Sao
Francisco e Judia, da cidade de Rio Branco, Acre, que estavam armazenados na colecdo do
Laboratdrio de Microbiologia, da Universidade Federal do Acre. Os fungos armazenados
utilizando a técnica em éagua destilada (CASTELLANI, 1939) e 6leo mineral (BUELL;
WESTON, 1947) foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura Agar
Batata-Dextrose (BDA) (dextrose 20g/L, agar 15g/L, amido de batata 4g/L) e incubados a

28 °C durante sete dias.

Atividade antimicrobiana

Foram inoculados 10 plugs de 15 mm de meio BDA com fungo em Erlenmeyers
contendo 100 mL de meio de cultura Batata-Dextrose (BD), incubados a 28 °C durante 14
dias sem agitacdo. O micélio foi separado do meio metabolico por filtragdo em papel de
filtro, e o filtrado extraido por particdo liquido-liquido com o solvente acetato de etila
(AcOEt) na proporc¢do de 1:1 (v/v) por trés vezes (CECHINEL; YUNES, 1998). A fase
organica foi evaporada a 37 °C até obter o peso constante, e o extrato foi solubilizado em
dimetilsulfoxido 99,9% (DMSO) na concentracdo de 20 mg/mL para avaliagcdo
antimicrobiana.

Para verificar a atividade antibacteriana dos metabdlitos, foi utilizado o teste de

difusdo em &gar cup plate (ROSE; MILLER, 1939). As estirpes padrdes das bactérias



58

Staphylococcus aureus (ATCC 12598), Streptococcus pneumoniae (ATCC 11733),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) e Escherichia coli (ATCC 10536) foram inoculadas
em agar Mueller-Hinton (MH) (extrato de carne 2g/L, casaminoacidos 17,5¢/L, agar 1,5¢/L)
e incubadas durante 24 h a 37 °C. Trés a cinco colbnias foram ressuspendidas com solucao
de NaCl 0,9% estéril, obtendo uma turbidez Optica comparada a solucdo padrdo de
McFarland 0,5 (CLSI, 2012).

Com um swab estéril, a suspensao bacteriana ajustada foi inoculada sobre a placa de
Petri contendo meio MH (CLSI, 2012), foram feitos pocos de 5 mm de diametro e colocados
20 pL do extrato metabolito dos fungos. As placas foram armazenadas a 4 °C por 24 h, para
difusdo do extrato no meio de cultivo, e posterior incubacdo em estufa a 37 °C por 24 h.
Cloranfenicol (30 pg/mL) foi utilizado como controle positivo e DMSO como controle
negativo (RABANAL et al., 2002). Os halos de inibicdo foram medidos em milimetros (mm)
com régua de antibiograma e o ensaio realizado em trés repeticoes.

Para averiguar a atividade antifungica foi utilizado 0 mesmo ensaio descrito para
atividade antibacteriana, entretanto sendo utilizado o meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA)
(dextrose 20g/L, digestdo péptica de tecido animal 5g/L, digestdo pancreatica de caseina
5¢/L) e a suspensdo microbiana ajustada para a turbidez da solucdo padrdo 1,0 McFarland
(CLSI, 2012). Para o teste, foram utilizadas as leveduras Candida albicans (ATCC 90028)
e Candida tropicalis (ATCC 700603).

Concentracdo Inibitoria e Microbicida Minima

Os extratos metabolitos dos fungos com atividade antimicrobiana foram avaliados
qguanto a concentracdo inibitéria minima (CIM). A CIM foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, conforme metodologias padrdes (CLSI, 2003).

Diluicdes sucessivas foram realizadas nas placas contendo 96 pocos, partindo da
concentracdo inicial de 20 mg/mL até a concentragéo final de 0,0390 mg/mL dos extratos.
Para atividade antibacteriana, foi distribuido 50 pL de caldo MH em todos os pocos da placa,
e em seguida, adicionados 50 pL de cada extrato na concentragdo de 20 mg/mL, seguindo o
processo de diluigdo seriada, homogeneizando e transferindo 50 pL para o préximo pogo, e
assim sucessivamente, resultando na concentracéo final de 0,0390 mg/mL.

A droga controle, Cloranfenicol 30 pg/mL, foi diluida de forma semelhante aos

extratos. Foi adicionado 5 pL do indculo correspondente a cada estirpe testada exceto para
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o0 controle negativo segundo norma M7-A6 (CLSI, 2003). O controle negativo continha
somente 100 pL de caldo MH, e o controle positivo 50 pL de caldo MH e 5 pL de inéculo.

As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h, ap0s esse periodo foi adicionado
em cada poco 20 puL do reagente Resazurina (0,15 mg/mL), que indica crescimento
microbiano quando muda a coloragédo azul para o vermelho (OLIVEIRA et al., 2013; RISS
etal., 2016).

Para avaliacdo da CIM dos extratos com atividade antifangica, foram distribuidos 50
pL de caldo Sabouraud Dextrose (SD) em todos os pocos da placa, com adi¢do de 50 pL do
extrato na concentracdo de 20 mg/mL, e seguindo o processo de diluicdo seriada, sendo
homogeneizado e transferido 50 pL para o préximo pogo, assim sucessivamente, resultando
na concentracdo final de 0,0390 mg/mL. A droga controle, Cetoconazol 50 mg/mL, foi
diluida da mesma maneira que o extrato.

Foi adicionado 5 pL de indculo fingico em todos 0s pogos, exceto para o controle
negativo, segundo norma M27-A2 (CLSI, 2002). O controle negativo continha somente 100
pL de caldo SD, e o controle positivo 50 pL de caldo SD e 5 pL de in6culo. As microplacas
foram incubadas a 37 °C por 24h, posteriormente foi adicionado em cada pogo 20 pL do
reagente Resazurina (30 mg/mL), que indica crescimento microbiano quando muda a
coloracdo de azul para vermelho (OLIVEIRA et al., 2013; RISS et al., 2016). Os ensaios
foram realizados em triplicata.

Para determinacdo da concentracdo microbicida minima (CMM), a fim de avaliar a
se 0 extrato teve acao bacteriostatica ou bactericida, foi utilizado swab estéril para absorver
0 contetdo dos pogos que apresentaram inibicdo para crescimento bacteriano, a partir do
menor valor de CIM, e duas diluigdes acima desse valor, inoculadas em placas de Petri
contendo meio agar MH. As placas foram incubadas a 37° C, durante 24 horas. Nenhum
crescimento em concentracdes maiores ou iguais a CIM indicaram acdo bactericida. Na
avaliacdo dos extratos com inibicdo do crescimento fangico, a fim de averiguar acao
fungistatica ou fungicida, a técnica utilizada foi a mesma, sendo que dessa vez os extratos
foram inoculados em placas de Petri contendo meio agar SD. Nenhum crescimento em

concentragfes maiores ou iguais & CIM indicaram acéo fungicida. (AZEVEDO et al., 2012).

Caracterizacdo Morfologica
Foi realizada a caracterizagdo macromorfolégica dos fungos com atividade

antimicrobiana, de acordo com as caracteristicas da coldnia. As morfoespécies de cada
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género observado foram agrupadas e utilizadas para identificagdo micromorfoldgica. Para
tal, foi utilizada a técnica de microcultivo (LACAZ et al., 1998).

Os fungos selecionados foram inoculados em placas de Petri contendo plugs de meio
BDA e Aveia (farinha de aveia 60g/L, agar 15¢/L), sendo posteriormente cobertos com
laminulas. As placas foram incubadas & temperatura ambiente durante 10 dias, e apos o
crescimento micelial, as laminulas foram removidas e coradas com azul de lactofenol, a fim
de visualizar as estruturas reprodutivas em microscopio éptico. (BARNETT; HUNTER,
1999).

Bioautografia

Foi realizado ensaio de bioautografia dos extratos fungicos com melhor atividade
antimicrobiana. Assim, foram aplicados 20 pL dos extratos em placas de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) (Silica Gel 60), eluidas usando diferentes sistemas: hexano,
hexano-AcOEt (AcOEt) (1:1), AcOEt, AcOEt-Metanol (MeOH) (1:1), e analisadas em
camara ultravioleta (UV) 312 nm.

A bioautografia das substancias eluidas em CCD, contra as bactérias, foi feita por
meio de difusdo em agar MH, e para leveduras em agar SD. Os extratos eluidos em CCD
foram colocados em placas de Petri com o lado silicado voltado para cima, e foram
solubilizados 20 mL de meio correspondente contendo 100uL de suspensdo bacteriana ou
fangica em Enlermeyers, homogeneizados e distribuidos sobre as placas de CCD. As placas
de Petri foram armazenadas a 37 °C durante 24h em estufa. Decorrido esse periodo, foram
adicionados 5 mL de reagente cloreto de 2-3-5 trifeniltetraz6lio em cada placa, e apds 4h em
estufa a 37 °C, as zonas de inibicéo presentes foram evidenciadas. Adaptado de Shetty et al.
(2014) e Valle-Janior et al. (2016). A indicacdo dos compostos bioativos foi calculada a

partir da obtencéo do fator de retencao (Rf), segundo a férmula:

Rf=a

"Z"
Onde:
Rf é o fator de retencéo;
a é a distancia percorrida pelo composto;

v ¢ a distancia percorrida pelo solvente.
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Caracterizagéo Molecular
Os trés fungos com melhor atividade antimicrobiana foram caracterizados
molecularmente, sendo submetidos as etapas de extracdo de DNA, amplificacdo por PCR e

sequenciamento.

Extracéo de DNA

O DNA gendmico dos fungos selecionados foram extraidos usando o método de brometo
de cetiltrimetilaménio (CTAB) (Doyle; Doyle, 1987). Os fungos foram crescidos em meio
de cultura BDA a 28 °C, durante 7 dias. Foi realizada a coleta e pesagem de 100 mg de
micélio flngico, em seguida macerado com auxilio de um cadinho em nitrogénio liquido,
até formar um po fino.

A solucdo tampdo de extracdo CTBA 3% foi preparada contendo NaCl, EDTA 0,5 M
(pH 8,0) e TRIS-HCI (pH 8,0). Foram adicionados 0,8 mL de CTAB 3%, e 8 pL de 2-B-
mercaptoetanol as amostras, sendo homogeneizadas e levadas ao banho-maria a 65 °C, por
1 hora. Adicionado 0,5 mL de CIA as amostras (24:1 de cloroférmio e alcool isoamilico),
com agitacdo manual por 1 minuto. Apds a centrifugacdo das amostras (8.000 rpm por 10
min.), o sobrenadante foi coletado, com nova adicao de 0,5 mL de CIA e nova centrifugacao
(8.000 rpm por 10 min).

O sobrenadante foi novamente coletado, sendo adicionado 0,35 mL de isopropanol
gelado (-20° C). As amostras foram mantidas no congelador por 1 h. Nova centrifugacao foi
realizada (8.000 rpm por 10 min), com lavagem de etanol 70% refrigerado, e centrifugacao
de 7.500 rpm, por 5 min. O sobrenadante foi retirado mais uma vez, e 0 DNA foi deixado a
secagem. Decorrido esse processo, 0 DNA foi ressuspendido em 50 pL de agua mili-Q
esterilizada + 2 mL de RNAase (37 °C).

Amplificacéo por PCR

A presenca de DNA fungico foi testada em todas as amostras de DNA por um ensaio
de PCR, utilizando os primers universais ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') ¢
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE et al.,, 1990), utilizados para
amplificar a regido do DNAr.

As reacdes de amplificagdo foram realizadas utilizando volumes contendo: 40 ng de
DNA; 0,5 uM de cada primer; 0,2 uM de dNTP; 1,25 U Tag DNA polimerase (Ludwig) e

2,5 pL do tampéo. A PCR foi realizada em termociclador nas etapas: desnaturagéo a 95 °C
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(2 min), 30 ciclos de 95 °C (30 s), 55 °C (30 s) e 72 °C (1 min) e extenséo final a 72 °C (7
min). Foi utilizado DNA Ladder de 1 Kb como marcador molecular de pares de bases (pb).

Purificacdo do produto amplificado e sequenciamento de DNA

O kit Easy Pure PCR Purification Kit (Trasngen Biotech) foi utilizado para a
purificagdo do produto amplificado via PCR da regido do DNAr composta por ITS1-5,8S-
ITS2 conforme instrucbes do fabricante. Para o sequenciamento das amostras, foi utilizado
0 sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os DNA-
moldes foram purificados com o reagente EXOSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Applied
Biosystems) e quantificados no equipamento Nanodrop 2000 ¢ (Thermo Scientific).

Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando o programa Data Collection
3 (Applied Biosystems), e os arquivos resultantes foram convertidos em arquivos FASTA
(.seq; texto) pelo Sequence Analysis Software v. 6 (Applied Biosystems) sob parametros

padroes.

Identificacdo dos fungos e construcéo de arvore filogenética

As sequéncias foram verificadas e editadas nos softwares Chroma e Bioedit 7.2
(HALL, 1999). Foram utilizadas as regides das sequéncias consideradas de maior qualidade,
processadas para geracdo de novos arquivos FASTA. As sequéncias foram verificadas e
processadas na base de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). A similaridade
das sequéncias dos fungos selecionados foi estudada com as sequéncias depositadas no
GenBank utilizando o algoritmo BLASTN.

Foi realizada a identificacdo de espécies proximas e relacionadas aos isolados de
interesse, e as sequéncias foram utilizadas para andlise filogenética. A arvore filogenética
foi construida por meio do método de neighbor joining (JUKES; CANTOR, 1969),
utilizando o software MEGA 11 (TAMURA et al., 2013).

RESULTADOS
Atividade antimicrobiana

Dez extratos metabolitos (11,1%) tiveram atividade antimicrobiana contra pelo

menos um dos microrganimos testados (Tabela 1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

63

Tabela 1. Numero do fungo, Identificacdo Taxondmica, Bactérias e Fungos testes para
avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos metabodlitos de fungos aquaticos
amazonicos.

N° do Identificacdo Bactéria Fungo
fungo
Sau Spn Eco Kpn Cal Ctro
6.112 Acremonium sp. 1 - - - 19,3+1,15 - -
6.245 Acremonium sp. 2 - - - 19,3+1,15 - -
6.253 Acremonium sp. 3 - - - 15,3+1,15 - -
6.106 Clonostachys sp. 1 4410 - - 17,3+1,15 - -
6.419 Gliocladium sp. 1 - 14,6+1,15 - 27,3+1,15 - -
6.313 Penicillium pinophilum 340 34+0 - - 16,6+4,61 -
6.327 Penicillium sp. 1 - - 22,6+1,15 - - -
6.369 Penicillium sp. 2 - 2210 - - - -
6.340 Trichoderma sp. 1 - 9,3%+1,15 - - - -
6.380 Trichoderma sp. 2 - - - 20+0 - -
Controle  Cloranfenicol (30ug/mL) 40+0 48+0 460 48+0 - -
t
POSTEIV Cetoconazol (50pug/mL) - - - - 440 430
Controle DMSO - - - - - -
negativo
Total 2 4 1 6 1 0

Sau: Staphylococcus aureus; Spn: Streptococcus pneumoniae; Eco: Escherichia coli; Kpn: Klebsiella
pneumoniae; Cal: Candida albicans; Ctro: Candida tropicalis.

Dos 10 fungos com atividade antimicrobiana, trés morfoespécies (30%) pertencem
ao género Acremonium, trés ao género Penicillium (30%), dois pertencem ao género
Trichoderma (20%), um ao género Clonostachys (10%), e um ao género Gliocladium (10%).

O fungo Penicillium pinophilum (6.313) inibiu o crescimento de trés (50%) dos seis
microrganismos testados, duas bactérias gram-positivas, S. aureus e S. pneumoniae, € 0
fungo C. albicans. O fungo Clonostachys sp.1 (6.106) inibiu o crescimento de duas bactérias,
S. aureus e K. pneumoniae, e o fungo Gliocladium sp.1 (6.419) também inibiu duas
bactérias, S. pneumoniae e K. pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae foi 0 microrganismo mais sensivel, inibido por seis (60%)
dos dez extratos fungicos com atividade antimicrobiana, e C. tropicalis foi o mais resistente,
inibido por nenhum dos extratos avaliados. O maior halo de inibi¢&o observado foi do fungo

Clonostachys sp. 1 (6.106), contra S. aureus, com média de 44 mm.
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Figura 1. Extratos de fungos aquaticos com atividade antimicrobiana. a. Clonostachys sp. 1
(6.106) — Staphylococcus aureus; b. Clonostachys sp. 1 (6.106) — K. pneumoniae; c.
Penicillium pinophilum (6.313) —S. aureus; d. Penicillium pinophilum (6.313) — C. albicans;
e. Penicillium pinophilum (6.313) — S. pneumoniae: f. Gliocladium sp. 1 (6.419) — K.
pneumoniae.

Concentracdo Inibitoria e Microbicida Minima

Foram avaliadas a concentragdo inibitoria minima e concentragdo microbicida
minima dos extratos dos fungos aquaticos amazo6nicos que tiveram atividade antimicrobiana

no ensaio preliminar (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero do fungo, Identificagdo Taxondmica, Bactérias, Fungos e Drogas controle
utilizados para avaliacdo da concentracdo inibitéria minima e concentracdo microbicida
minima de extratos metabdlitos de fungos aquéaticos amazonicos.

N° do e Bactéria Fungo
fungo Identificacdo mg/mL mg/mL
Sau Spn Eco Kpn Cal
CiMm CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM
6.112 Acremonium sp.1 - - - - - R 5 5 . _
6.245 Acremonium sp. 2 - - - - - - 25 5 - -
6.253 Acremonium sp. 3 - - - - - - 5 5 . B
6.106 Clonostachys sp. 1 00390 00781 - - - - 0,625 125 - -
6.419 Gliocladium sp. 1 - - 1,25 1,25 - - 0,1562 0,3125 - -
6.313  Penicillium pinophilum 0030 00781 00390 00390 - - - - 00390 0,030
6.327 Penicillium sp. 1 - - - - 25 >10 - - - -
6.369 Penicillium sp. 2 - - 1,25 1,25 - - - - - -
6.340 Trichoderma sp. 1 - - 5 5 - - - - - -
6.380 Trichoderma sp. 2 - - - - - - 5 5 ) -
Cloranfenicol 0,2345 04687 02345 04687 09375 1875 0,0585 0,2343 - -
Droga 30pg/mL
controle Cetoconazol . - R - - - - - 3125 3125
50 pg/mL

Sau: Staphylococcus aureus; Spn: Streptococcus pneumoniae; Eco: Escherichia coli; Kpn: Klebsiella pneumoniae; Cal:
Candida albicans; CIM: Concentracdo Inibitdria Minima; CMM: Concentragdo Microbicida Minima.

O menor valor de CIM observado entre os extratos metabdlitos com atividade
antimicrobiana foi do extrato do fungo Penicillium pinophilum (6.313), contra S. aureus, S.
pneumoniae e C. albicans, de 0,0390 mg/mL. O mesmo valor também foi observado para o
extrato do fungo Clonostachys sp. 1 (6.106), contra S. aureus.

Em relacdo as bactérias utilizadas no ensaio, o extrato do fungo Penicillium
pinophilum (6.313) teve 0 menor valor de CMM dos extratos testados, 0,0390 mg/mL, contra
S. pneumoniae. Em relagdo aos fungos, o mesmo extrato também teve menor valor de CMM,
0,0390 mg/mL, contra C. albicans.

O segundo menor valor de CMM, 0,0781 mg/mL, foi exibido pelos extratos

Clonostachys sp. 1 (6.106) e Penicillium pinophilum (6.313), contra S. aureus.

Identificacdo macroscopica e microscopica

Foi realizado um registro fotografico das caracteristicas macro e micromorfoldgicas

dos fungos selecionados com atividade antimicrobiana (Figura 2).
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Figura 2. Macroscopia e microscopia de fungos aquaticos de igarapés urbanos com
atividade antimicrobiana. 1a, 1b. Acremonium sp.1 (6.112); 2a, 2b. Acremonium sp. 2
(6.245); 3a, 3b. Acremonium sp. 3 (6.253); 4a, 4b. Clonostachys sp.1 (6.106); 5a, 5b.
Gliocladium sp. 1 (6.419); 6a, 6b Penicillium pinophilum (6.313); 7a, 7b Penicillium
sp. 1 (6.327); 8a, 8b Penicillium sp. 2 (6.369); 9a, 9b Trichoderma sp. 1 (6.340); 10a,
10b Trichoderma sp. 2 (6.380).

Bioautografia em Camada Delgada

Os trés extratos com melhor atividade antimicrobiana foram analisados pela
técnica de bioautografia. O extrato do fungo Clonostachys sp. 1 (6.106), com atividade
antibacteriana contra S. aureus, teve zonas de inibigdo com Rf de 0,33 e 0,79. O extrato
do fungo Penicillium pinophilum (6.313) apresentou zonas de inibicdo contra S. aureus e
S. pneumoniae, com valor de Rf de 0,66. O extrato fungico Gliocladium sp. 1 (6.419)

apresentou zonas de inibi¢cdo com valores de Rf 0,23, 0,73 e 0,95 contra S. pneumoniae.
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Figura 3. Bioautografia dos metabolitos de extratos de fungos aquéaticos com atividade
antibacteriana. la. Placa de cromatografia Clonostachys sp.1 (6.106); 1b, lc.
Bioautografia Clonostachys sp. 1 (6.106) — contra S. aureus e K. pneumoniae; 2a. Placa
de cromatografia Penicillium pinophilum (6.313); 2b, 2c, 2d. Bioautografia Penicillium
pinophilum (6.313) — contra S. aureus, S. pneumoniae e C. albicans; 3a. Placa de
cromatografia Gliocladium sp. 1 (6.419); 3b, 3c. Gliocladium sp. 1 (6.419) — contra S.
pneumoniae e K. pneumoniae. Os sistemas eluentes representados foram em hexano-
acetato de etila (1:1).

Caracterizacdo Molecular

Os trés fungos com melhor atividade antimicrobiana, 6.106, 6.313 e 6.419 foram
caracterizados molecularmente, seguindo a etapa de analise de sequenciamento.
Entretanto, o material do fungo Gliocladium sp. 1 (6.419) ndo teve amostra satisfatoria
para tal analise. O fungo 6.106 foi identificado a nivel de género, Clonostachys, e o fungo
6.313 foi identificado como Penicillium pinophilum. A similaridade das sequéncias dos
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fungos 6.106 e 6.313 foram estudadas com as sequéncias depositadas no GenBank,
conforme consta na Tabela 3.

Tabela 3. Analise dos fungos com melhor atividade antimicrobiana e similaridade da
sequéncia de dados obtidos de espécies sequenciadas e depositadas no GenBank.

Isolado fangico Tamanho Género/Espécie Similaridade
6.106 510-540 pb Clonostachys sp. 99,81%
6.313 510-540 pb Penicillium pinophilum 99,82%

Analise filogenética
A analise filogenética dos isolados fungicos 6.106 e 6.313 foi realizada e apresentada

conforme demonstrado nas Figuras 4 e 5.
Clonostachys rosea (KT759660.1)
90
Clonostachys rosea (KT759667.1)

7 Isolado_6.106

Clonostachys rhizophaga (LT220551.1)

84

Clonostachys rhizophaga (LT220552.1)

Bionectria apocyni (AF210688.1)

Bionectria ralfsii (AF358253.1)

0.0050

Figura 4. Arvore filogenética por anélise de Neighbor-Joining, com alinhamento de
dados de sequéncia ITS1-5.8S-ITS2. Relagdo do isolado 6.106 e outras espécies
recuperadas do GenBank; nimeros nos nds mostram valores percentuais de bootstrap
para ramos internos (1000 bootstraps).
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Penicillium pittii (AF245242.1)
55

50 Penicillium funiculosum (AF245251.1)
Penicillium pinophilum (AF245239.1)
Penicillium sp. isolate PF7 (MH356629.1)

62

—— Talaromyces purpurogenus isolate BMC1 (KC009578.1)

Penicillium phialosporum (AF245235.1)
— 74

Penicillium phialosporum (AF245265.1)

Penicillium crateriforme (AF245228.1)

Isolado 6.313

100

Penicillium pinophilum (GU566197.1)

56
Penicillium pinophilum (HM469418.1)

Penicillium diversum (DQ308553.1)

YT

0.0050

Figura 5. Arvore filogenética por anélise de Neighbor-Joining, com alinhamento de
dados de sequéncia ITS1-5.8S-ITS2. Relacdo do isolado 6.313 e outras espécies
recuperadas do GenBank; nimeros nos nds mostram valores percentuais de bootstrap
para ramos internos (1000 bootstraps).

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a existéncia de fungos aquaticos com atividade
antimicrobiana contra microrganismos de relevancia médica, com trés morfoespécies

pertencentes ao género Acremonium, trés ao género Penicillium, dois ao género
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Trichoderma, um ao género Clonostachys e uma morfoespécie do género Gliocladium
sp.1.

O género Acremonium é considerado cosmopolita, e relatos sobre isolados desse
género ja foram obtidos de espécies que demonstraram a producdo de compostos com
diversas bioatividades (SUCIATI et al., 2013; HARDOIM; COSTA, 2014; MARTINS et
al., 2021). O primeiro composto de importancia médica que derivou de um fungo
aquatico, isolado de Acremonium chrysogenum, deu origem ao antibidtico de amplo
espectro Cefalosporina C (ABRAHAM, 1979). Neste trabalho, as trés morfoespécies de
Acremonium tiveram atividade antibacteriana contra K. pneumoniae. Esses dados
reforcam a necessidade da investigacdo de compostos naturais produzidos a partir de
fungos de ambiente aquético, considerando suas propiedades biolégicas.

O fungo Penicillium pinophilum (6.313) teve atividade antimicrobiana contra a
maior quantidade de microrganismos testados, duas bactérias, S.aureus e S. pneumoniae,
e o fungo Candida albicans. No género Penicillium, diversas espécies possuem
componentes antimicrobianos ativos, além de estarem associadas a outros organismos
aquaticos, demonstrando atividade bioldgica (WANG et al., 2012). Contribuicdo
importante deste género advém da descoberta da penicilina, que permitiu o
desenvolvimento cientifico na antibioticoterapia e producdo de novos antibiéticos
(PEREIRA; PITA, 2005). Penicillium pinophilum ja foi descrito anteriormente em
estudos que demonstram sua atividade antibacteriana, inclusive com identificacdo de dois
novos metabdlitos secundarios (WANG et al., 2013). Em outro trabalho, foi descrita a
presenca de atividade contra S. aureus, (HE et al., 2019), assim como foi observado neste
estudo.

Representantes do género Trichoderma spp. produzem diversos metabdlitos
secundarios relevantes (MURKHERJEE et al, 2013), com potencial para utilizacdo de
substancias de interesse farmacéutico (FARHA; BROWN, 2016). Neste estudo, o fungo
6.380 Trichoderma sp. 2 teve atividade contra Klebsiella pneumoniae. Atividade
semelhante foi observada no estudo de Sedjati e colaboradores (2020), ao explorarem o
potencial antimicrobiano do fungo Trichoderma longibrachiatum, isolado de aguas
termais no leste da Indonésia, além da presenca de atividade contra diversos patdgenos
bacterianos testados, houve a producao de compostos ativos contra K. pneumoniae.

O fungo Clonostachys sp. 1 (6.106) teve atividade contra as bactérias K.
pneumoniae e S. aureus. Ele também apresentou o maior halo de inibicdo contra S.

aureus (44+0), sendo superior a média calculada da droga controle, Cloranfenicol, para
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0 mesmo microrganismo. Estudo recente demonstrou atividade de representantes desse
género com atividade antimicrobiana contra sete bactérias patogénicas humanas, dentre
elas S. aureus, evidenciando sua agdo antibacteriana (DIAS et al., 2019). Fungos do
género Clonostachys sdo abundantes em diversas classes de metabolitos secundarios, tais
como terpenoides, policetideos, além de apresentar atividades biol6gicas, como
antimicrobiana, citotoxica (WANG et al., 2019, ABDEL-WAHAB et al., 2019).

O fungo Gliocladium sp. 1 (6.419) teve atividade contra S. pneumoniae e K.
pneumoniae. Fungos do género Gliocladium ja foram descritos como produtores de
diversas estruturas metabdlicas, como policetideos, dicetopiperazinas (KOOLEN et al.,
2012). Tais estruturas desempenham atividades bioldgicas bem representadas, por
exemplo a nematoide (SONG et al., 2016) e citotoxica, como a desempenhada por
metabolitos desse género, isolados a partir de um organismo marinho (USAMI et al.,
2004). Um estudo de Gamboa-Angulo e colaboradores (2012) avaliou a atividade de
Gliocladium sp. isolado de buracos de &gua doce, com presenca de atividade
antibacteriana contra E. coli e S. aureus. A presenca de atividade antibacteriana de fungos
desse género, isolados em abientes aquaticos é pouco relatada, e ndo foram encontrados
estudos que indicassem atividade contra S. pneumoniae e K. pneumoniae.

O teste de difusdo em &gar cup plate demonstrou que Klebsiella pneumoniae foi
0 organismo mais sensivel em relacdo aos extratos flangicos com atividade
antimicrobiana. De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, a pesquisa e
desenvolvimento de novos compostos para controle da K. pneumoniae sdo necessarios e
considerados prioritarios (WHO, 2018), considerando o acometimento de doentes e
internacOes hospitalares decorrentes dessa bactéria gram-negativa.

O microrganismo mais resistente, que nao foi inibido por nenhum extratos com
atividade antimicrobiana, foi Candida tropicalis. Considerada como uma levedura
patogénica emergente, com condi¢fes clinicas que levam a mesma a ser associada a
maiores taxas de mortalidade entre as especies de Candida, além da resisténcia a
determinadas classes de antifungicos (ARASTEHFAR et al., 2020) Formagdo de
biofilme, producdo de enzimas hidroliticas e sintese de esterol sdo fatores que indicam
sua capacidade ampla de viruléncia (PRASATH et al., 2020).

Neste trabalho, o menor valor de CIM encontrado foi do extrato do fungo
Penicillium pinophilum (6.313), de 0,0390 mg/mL, 0 mesmo contra as bactérias as quais
teve atividade, S. aureus e S.pneumoniae, além do fungo C. albicans, indicando que esse

extrato, numa mesma concentracdo, demonstrou acdo bacteriostatica e fungistatica contra
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diferentes microrganismos. O extrato do fungo Clonostachys sp. 1 (6.106) exibiu o
mesmo valor de CIM, 0,0390 mg/mL, contra S. aureus, demonstrando acao
bacteriostética.

O extrato do fungo Penicillium pinophilum (6.313) teve o menor valor de CMM
dos extratos com atividade testados, 0,0390 mg/mL, contra S. pneumoniae. Observados
os valores de CIM e CMM deste extrato contra S. pneumoniae, que foram iguais,
demonstrando as a¢des bacteriostatica e bactericida.

O extrato do fungo Penicillium pinophilum (6.313) também apresentou menor
valor de CMM, 0,0390 mg/mL, contra C. albicans, demonstrando agdo fungicida. Na
maioria dos extratos com atividade testados, a CIM e a CMM apresentaram valores
similares, indicando a proximidade entre as concentracdes com indicativo de agdo
bacteriostatica/bactericida e fungistatica/fungicida.

Na bioautografia dos extratos com melhor atividade antimicrobiana, o extrato do
fungo Gliocladium sp. 1 (6.419) apresentou trés zonas de inibig&o contra S. pneumoniae,
e o extrato do fungo Clonostachys sp. 1 apresentou duas zonas de inibicdo contra S.
aureus, sugerindo que ambos 0s extratos contam com a presenca de mais de uma classe
de substancias ativas. O extrato do fungo Penicillium pinophilum (6.313) exibiu uma zona
de inibig&o, contra S. aureus e S. pneumoniae, mostrando que uma mesma substancia
ativa foi capaz de inibir diferentes bactérias.

Na bioautografia dos extratos dos fungos Clonostachys sp. 1 (6.106) contra K.
pneumoniae, Penicillium pinophilum (6.313) contra C. albicans e 6.419 contra K.
pneumoniae, foi observada a inibicdo do crescimento em toda a extensdo da corrida
cromatografica em camada delgada, indicando que pode ter havido a acdo de multiplas
substancias bioativas, ou entdo que uma substancia tenha maior afinidade pela fase fixa
(silica) da CCD.

A caracterizagdo molecular dos fungos com melhor atividade antimicrobiana
mostrou que os isolados fungicos 6.106 e 6.313 apresentaram sequéncias de
similiraridade de mais de 99%, comparados as sequéncias encontradas no GenBank. Na
analise filogenética, o isolado 6.106, pertencente ao género Clonostachys, acabou nédo
sendo agrupado as espécies Clonostachys rosea e C. rhizophaga, sugerindo que 0 mesmo
possa ser de outra especie. Dentre as sequéncias analisadas, também foi demonstrado que
o0 isolado ndo se agrupa com a espécie Bionectra ralfsii. Quanto ao isolado 6.313, foi
verificado que este agrupou-se ao Penicillium pinophilum, demonstrando que o mesmo

possui similaridade a espécie identificada.
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CONCLUSAO

Os fungos aquéticos que apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo
menos um dos microrganimos avaliados estdo representados entre 0S Qgéneros
Acremonium, Clonostachys, Trichoderma, Penicillium e Gliocladium.

O fungo Penicillium pinophilum (6.313) teve atividade antimicrobiana contra a
maior quantidade de microrganimos testados.

Dos microrganimos submetidos aos testes de atividade antimicrobiana, Klebsiella
pneumoniae foi o mais sensivel, e Candida tropicalis o mais resistente.

Os extratos dos fungos Penicillium pinophilum (6.313) e Clonostachys sp. 1 (6.
106) tiveram o menor valor de CIM encontrado contra 0s microrganimos aos quais
desempenharam atividade antimicrobiana, indicando acao bacteriostatica.

O extrato do fungo Penicillium pinophilum (6.313) teve o0 menor valor de CMM
contra microrganismo bacteriano e fungico, indicando acdo bactericida e fungicida.

Na bioautografia, os extratos com melhor atividade antimicrobiana indicaram a
presenca de zonas de inibicdo demonstrando varias substancias bioativas.

A caracterizagdo molecular dos dois fungos com melhor atividade antimicrobiana
permitiu a identificacdo do fungo 6.106, a nivel de género, Clonostachys, e do fungo

6.313 a nivel de espécie, Penicillium pinophilum.
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CONCLUSOES GERAIS

Fungos aquaticos de igarapés urbanos na Amazoénia Sul-Ocidental sdo produtores
de metabdlitos com atividade antimicrobiana, denotando a importancia na investigacédo
de seus compostos e aplicagdo tecnoldgica frente a microrganismos patogénicos.

A identificacdo dos valores de CIM e CMM desempenhada por extratos de fungos
aquaticos é fundamental na avaliagdo das acOes bacteriostatica/bactericida e
fungistatica/fungicida existentes.

A bioautografia permite a indicacdo de zonas de inibicdo desempenhadas por
extratos de fungos com atividade antimicrobiana, facilitando o posterior isolamento e
identificacdo das classes de compostos com presenca de substancias bioativas.

E fundamental associar caracteristicas macromorfoldgicas e moleculares dos
fungos aquéticos, permitindo a busca de informacbes ja conhecidas, aliadas a
investigacdo de propriedades que podem ser desenvolvidas.

Fica clara a importancia do estudo de fungos aquaticos, a partir de seus
metabolitos secundarios, por desempenharem atividades bioldgicas diversas, conferindo

alternativas ao uso dos antimicrobianos atuais.
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