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Resumo

A Regido Amazonica abriga numerosas formas de vida com grande potencial biotecnoldgico, e dentre estes,
estdo os fungos que sdo produtores de metabdlitos de interesse industrial como antibidticos e enzimas que
representam um grande mercado mundial. Muitos dos antibidticos utilizados para o tratamento de doencas
foram extraidos a partir de fungos, como exemplo da Penicilina, substancia produzida pelo fungo Penicilium
notatum, Portanto dentre estes cabe conhecer a atividade antimicrobiana do Trametes lactineae e Hexagonia
glabra e sua possivel interacdo sinergética, possibilitando assim alternativas vidveis na busca de novas
substancias antimicrobianas. A Coleta foi realizada no municipio de Tefé-AM. Os basidiocarpos foram
desidratados & 35°C por 24 horas, utilizou-se 0,4 pg do extrato bruto, diluiu-se em 20pl de DMSO,
posteriormente acrescido 1,96 ml de agua destilada. Os microrganismos foram cultivados meio nutriente
(NA), por 24h em estufa &4 37°C . As cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris
foram semeadas nas placas de Petri contendo meio Mueller Hinton. O experimento foi realizado em
triplicata, utilizou-se a técnica de difusdo de discos de + 0,5 cm sendo usado 4 discos por placa. De modo
geral todos microrganismos foram sensiveis aos metabdlitos produzidos pelos fungos Trametes lactinea e
hexagonia glabra, Cabe ressaltar que houve uma interacdo sinergética entre os extratos avaliados, este que
foi potencializado em mais de 100% de atividade frente a0 microrganismo Proteus vulgaris. Apesar dos
resultados favoraveis a presente pesquisa mostrou algumas lacunas que devem ser preenchidas futuramente
para melhor entendimento da possibilidade de formulacdo de um produto final.
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Abstract

The Amazon region is home to many life forms with great biotechnological potential, and among these are
the fungi that produce metabolites of industrial interest such as antibiotics and enzymes that represent a
large global market. Many of antibiotics used to treat diseases were extracted from fungi, such as penicillin,
substance produced by the fungus Penicillium notatum. , Therefore it is known among these antimicrobial
activity of Trametes lactineae and Hexagonia glabra and its possible synergistic interaction, allowing
viable alternatives in the search for new antimicrobial substances. A collection was held in the city of Tefé-
AM. The fruiting bodies were dehydrated at 35°C for 24 hours was used 0.4 mg of the crude extract was
diluted in 20ul of DMSO subsequently added 1.96 ml of water destilada.Os microorganisms were
cultivated nutrient medium (NA), for 24h at 37°C oven will. Strains of Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Proteus vulgaris were seeded in Petri dishes containing Mueller Hinton. The experiment was
performed in triplicate, used the disc diffusion technique of + 0.5 cm in use 4 discs per plate. Generally all
microorganisms were sensitive to metabolites produced by fungi Trametes lactinea and hexagonia glabra,
is worth mentioning that there was a synergistic interaction between the extracts evaluated, that this was
potentiated by more than 100% activity against the microorganism Proteus vulgaris. Despite the favorable
results of this research showed some gaps to be filled in the future to better understand the possible
formulation of a final product.
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INTRODUCAO

A Regido Amazonica abriga numerosas formas de vida com grande potencial
biotecnoldgico, em grande parte ainda desconhecido pela ciéncia. Tal fato mostra a extrema
relevancia do estudo da aplicabilidade das espécies encontradas na regido a fim de
desenvolver produtos com a finalidade de satisfazer as necessidades presente, sem
comprometer a capacidade das geragOes futuras. PETRINI (1991).

Dentre essas formas de vida encontram-se os fungos que tem um papel essencial nos
ecossistemas terrestres na decomposicao de matérias organicas, na liberacdo de nutrientes, e
dando suporte a vida da planta através da associa¢do mutualistica simbiotica com as raizes de
aproximadamente 80% de todas as espécies de plantas terrestres, VANDER HEIJDEN et al.,
(1998). Muitos fungos secretam enzimas no substrato onde se encontram e absorvem as
moléculas resultantes da acdo dessas enzimas, PUTZKE (2002). Devido a esta grande
versatilidade, os fungos vém sendo estudados recentemente, principalmente quanto a sua
aplicabilidade biotecnolégica AZEVEDO et al. (2009) ; ESPOSITO & AZEVEDO (2004).

Muitos dos antibidticos utilizados para o tratamento de doencas foram extraidos a
partir de fungos, como exemplo da Penicilina, substancia produzida pelo fungo Penicilium
notatum, descoberta por Alexander Fleming em 1928, ALEXOPOQULOS (1996). Ja a primeira
investigacdo do potencial de Basidiomycota como agentes produtores de antibiéticos foi
realizada por Anchel, Hervey, Wilkins em 1941, observando extratos de basidiomas e cultura
de micélios de inimeras espécies. Dentre estes cabe conhecer a atividade antimicrobiana do
Trametes lactinea e Hexagonia glabra e sua possivel interacdo sinergética, possibilitando
assim alternativas viaveis na busca de novas substancias antimicrobianas.

A descoberta dos antibioticos revolucionou a medicina, permitindo o tratamento de
infeccbes que até entdo eram fatais. A sua disponibilidade tem criado seguranca para
populacdo em relacdo a doencas infecciosas adquiridas na comunidade. Porém esta seguranca
ird dissipar se o desenvolvimento de microrganismos resistentes continuar a frente do
desenvolvimento de novas drogas PEREIRA (2004). Segundo a Organizagdo Mundial de
Saude, WHO (2012), as bactérias estdo entre os patdgenos que mais afetam de forma
significativa a satde da populagcdo mundial.

Apesar do sucesso obtido no passado com a descoberta dos antibidticos, as doencas

infecciosas causam 17 milhdes de mortes globalmente, particularmente de criangas e idosos
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BUTLER & BUSS (2006). Muitos estudos tém mostrado que a frequéncia de isolados multi-
resistentes esta aumentando no mundo todo, com a resisténcia desenvolvendo-se para quase
todas as classes de antibioticos, tanto naturais como sintéticos, WALSH (2003); PROJAN &
SHLAES (2004). Para muitos destes patdgenos, as opc¢des para a terapia sdo extremamente
limitadas POWERS (2004); PROJAN & SHLAES (2004); SHLAES et al., (2004).

A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa sendo a principal representante dos
coliformes termotolerantes, sendo isolado do sistema gastrointestinal dos seres humanos e
animais. A bactéria E. coli pode causar diarréias, infeccbes urinarias, septicemias e
meningites Analytica (2012). A Staphylococcus aureus sdo cocos Gram-positivos que
aparecem em cachos sendo isolada principalmente nas narinas, pele de pelo menos 15% dos
seres humanos e de animais e estd envolvido em lesbes de pele, formacdo de abscessos e
septicemias. A maioria das cepas produz a enterotoxina termorresistente que pode levar a
toxi-infeccdo alimentar, provocando vomitos, diarreias e dores abdominais, Analytica (2012).

A Proteus vulgaris é uma bactéria Gram negativa sendo um dos agentes envolvidos
em infeccBes urinarias A infeccdo sintomatica do trato urinario (ITU) situa-se entre as mais
frequentes infeccBes bacterianas do ser humano figurando como a segunda infeccdo mais
comum na populacdo em geral Avilla (2005).

Além disso, a prevaléncia de Staphyloccocus aureus resistente a meticilina permanece
extremamente elevada em muitos Paises BAX et al. (2000); BUSH (2004); BUTLER &
BUSS (2006). Embora as infeccBes causadas por microrganismos resistentes ocorram
essencialmente em hospitais, as bactérias que possuem genes que conferem resisténcia tém
uma vantagem adaptativa que facilita a sua disseminacdo. Entretanto, um fato que tém
recebido pouca atencdo, porém ndo € menos importante, € o aumento destas bactérias na
comunidade, que acaba tornando-se um importante reservatorio para a resisténcia a
antimicrobianos FURUYA & LOWY (2006).

Portanto, dada a relevancia e a busca por antimicrobianos novos é que avaliou,
atividade antimicrobiana dos extratos oriundos das cepas Amazonica dos fungos Trametes
lactinea e Hexagonia glabra e seu possivel efeito sinergético entre fracdes 1:1 dos extratos
e quantificados frente a microrganismo Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Proteus
vulgaris. Por serem estes microrganismos, dentre varios outros, freqiientemente isolados em

infeccOes que apresentam elevada resisténcia aos antimicrobianos.



MATERIAL E METODO

Area de estudo
A presente pesquisa foi desenvolvida no Municipio de Tefé no estado do Amazonas

no perimetro rural do municipio de Tefé-AM, na estrada da EMADE Km 8 (Figura 01).

"
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Fonte: www.ibge.gov.br/ibgeteen/mapas/am_mapa.htm e
www.bv.am.gov.br/portal/conteudo/municipios/tefe.php

O municipio de Tefé possui uma area territorial de 23.473,488 Km?, fazendo limites
com o0s municipios Coari, Tapaud, Carauari e Marad e esta situada 47 m de altitude acima do
nivel do mar, dista em linha reta 516 Km e por via fluvial 672 Km da Capital do Estado.
Durante o periodo da pesquisa, 0 municipio de Tefé segundo os dados do IBGE de 2010

contava com 61.453 habitantes.
Coleta de dados

As coletas dos basidiocarpos foram realizadas durante o periodo de verdo entre 0s
meses julho e agosto 2012, tendo duragdo de 7 dias sendo levados para o laboratdrio de
Biologia no Cento de Estudos Superiores de Tefé (CEST/UEA) onde foram preparados os
extratos e o bioensaio para verificar seu efeito frente aos microrganismos (Escherichia coli,

Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris) .
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Preparo Dos Extratos

Foi utilizado como solvente alcool 70% para retirada dos componentes bioativos presente nos
basidiocarpos . Ap6s a coleta do material estes foram selecionados e desidratados & temperatura de 35°
C na estufa por 24 horas, posteriormente foram triturados em liquidificador industrial e passados em
peneira de 60 mesh.

Para cada 30 gramas do material bioldgico triturado foi acrescido 250 ml do solvente e
deixado em repouso por um periodo de 72 h em um recipiente &mbar, para evitar possiveis reaces
com a luz. Os extratos obtidos foram concentrados em fluxo forcados em capela de exaustdo em
temperatura de 28 — 30° C, até se obter um concentrado .Essa metodologia foi descrita pela primeira
vez por Smania (2003).

Para avaliar o possivel efeito sinergético entre os extratos foi associado uma fracdo de
1:1 , ou seja, 1 ml do extrato obtido a partir dos basidiocarpos das cepas Amazonica
Trametes lactineae 1 ml do extrato cepa também Amaz6nica Hexagonia glabra, ambos

obtidos a partir da técnica de extragdo a frio .
Bioensaio

As diluicBes dos extratos utilizados foram de 0,4pg para ambos e diluidas em 20 pl de

Dimetil Sulféxido (DMSQO), posteriormente acrescido 1,96 ml de agua destilada.

As cepas bacterioldgicas foram cedidas pelo laboratério de microbiologia da UEA-
MBT (Universidade do Estado do Amazonas — MBT- Mestrado em Biotecnologia) e pelo
LACEA Laboratorio de Analises Clinica Especialista do Amazonas . Os microrganismos
foram semeados em tubos de ensaios contendo meio nutriente (NA) (glicose, peptona e caldo
de carne), para o crescimento e mantidas em estufa & 37°C por 24h. Apés o crescimento das
bactérias o indculo foi ajustado a partir da escala de Mac Farland, utilizando-se o tubo 0,5 da
mesma concentracdo padrdo, o que equivale a 1,5x10® bactérias/ml. As cepas de Escherichia
colli, e Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris,foram semeadas nas placas de Petri
90x15mm contendo meio nutriente Mueller Hinton. Para preparar o meio utilizou-se 38 g de
meio de cultura para 1000ml de adgua destilada, posteriormente foi alto-clavado a 1atm por 20
min. a 121° C, apés a esterilizagéo e resfriamento, 0 mesmo foi vertido em placas de Petri

90x15mm previamente esterilizadas.



O experimento foi realizado todo em triplicata, posteriormente inoculou-se em 80 pl
dos microrganismos a serem avaliados nas placas de Petri e com a utilizacdo de uma alca de
Drigalsk onde os mesmos foram plaqueados separadamente. Apds esterilizar discos de
difusdo de = 0,5 cm utilizou-se 4 discos por placa, onde em trés adicionou-se 60 ul do extrato
a ser avaliada e no quarto o grupo controle adicionou-se 60 pl de DMSO como controle
negativo, em seguida as placas foram levadas a Estufa de Baixa Demanda de Oxigénio
(B.0.D) a temperatura de 37 °C por 24h para a observacdo de atividade do extrato nos

microrganismos.

Os dados obtidos foram transferidos para planilha eletrénica do Excel onde se calculou

a média das triplicatas para serem analisadas.
RESULTADO E DISCUSSAO

De modo geral, as bactérias foram sensiveis ao extrato de Trametes lactinea na
concentracdo testada. Para as cepas de Proteus vulgaris (Tabela 01), foi evidenciado uma
média de aproximadamente 3,3 mm de halo de inibicdo, resultado este corroborado por

valores semelhante obtido por Felicio (2011) .

Da mesma maneira, no bioensaio com as bactérias S.aureus (Tabela 01), observou-se
a média do halo de 7,2 m. Valor semelhante foi também obtido por Felicio (2011) para o
mesmo microrganismo S.aureus que visualizou um halo de 14 mm. A maior sensibilidade dos
microrganismos Gram-negativos ocorreu para Escherichia coli,onde o halo de inibicao atingiu
média de 13,5 mm. Felicio (2011) obteve resultado semelhante para uma cepa de E.colli onde

observou- um halo de 16mm de inibicé&o.

TABELA 01. Média da atividade antimicrobiana do extrato a frio da cepa do fungo Amazobnico
Trametes lactinea, frente aos microrganismos Escherichia coli, e Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris.

Atividade Antimicrobiana Bactéria Halo( mm)

Trametes lactinea

S.aureus 7,2
Extrato a Frio E.coli 13,5
P.vulgaris 3,3




Para o bioensaio que mensura a sensibilidade dos microorganismos aos extratos da
cepa Amazonica hexagonia glabra (Tabela 02), observou-se resultados distintos daquele
obtido para T. lactinea, o bioensaio para Staphylococcus aureus mostrou halo de inibicdo em
torno de 3,8 mm, resultado inferior aos extratos de Trametes lactinea contra essa mesma

bactéria que foi de 7,2 mm .

O mesmo bioensaio da cepa Amazénica hexagonia glabra (Tabela 02) obtiveram
resultados inferiores para os microrganismos Escherichia coli e Proteus vulgaris frente aos
extrato de de Trametes lactinea, que apresentaram halos de inibicdo respectivamente de

13,5mm e 3,3mm.

TABELA 02. Média da atividade antimicrobiana do extrato a frio da cepa do fungo Amazdnico
Hexagonia glabra frente aos microrganismos Escherichia coli, e Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris.

Atividade Antimicrobiana Bactéria Halo(mm)

Hexagonia glabra

S.aureus 3,8
Extrato a Frio E.coli 45
P.vulgaris 2,8

Esta atividade provavelmente se deve a presenca de substancias fenodlicas que
possuem capacidade de complexar-se a proteinas extracelulares da membrana bacteriana,
provocando sua morte (Cowan, 1999). Estudos anteriores demonstraram que varias bactérias
sdo sensiveis a taninos, dentre elas Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia,

Bacillus anthracise Shigell adysenteriae (Monteiro et al., 2005).

O consorcio das cepas Trametes lactinea e hexagonia glabra ndo foi tdo eficiente para
Escherichia coli (Tabela 3). Essa resisténcia pode ter ocorrido devido microrganismos Gram-
negativos como a Escherichia coli possuirem duas membranas, uma na face externa da parede
celular e outra na face interna. Assim drogas com baixa lipossolubilidade tém maior
dificuldade em agir sobre as bactérias Gram-negativas por causa da membrana externa

(Hashimoto et al., 1997) e Ferreira (2010) onde afirma que certas bactérias determinam a sua



patogenicidade a partir do desenvolvimento de mecanismos que contribuem para aumentar a
capacidade de infec¢do e que ajudam a burlar o sistema imunolégico do hospedeiro.

O mesmo bioensaio que avaliou o extrato obtido do consorcio dos dois fungos testados
observou-se sensibilidade das bactérias testadas para Staphylococcus aureus, por exemplo,

esta média foi otimizada discretamente (Tabela 03).

Este discreto aumento no halo de inibicdo pode estar relacionado com uma possivel
interacdo dos metabdlitos produzidos pelos fungos Trametes lactinea e Hexagonia glabra e
até mesmo pela Staphylococcus aureus ser uma bactéria Gram-positiva, o que dificulta menos
a acdo do bioensaio testado frente a membrana celular (Tabela 03). Da mesma maneira, pode
ter ocorrido uma interacéo entre alguns dos metabdlitos dos fungos o que proporcionou uma
sensibilidade maior da cepa de Proteus vulgaris (Tabela 03) observada pelo aumento do halo
de inibicdo em 100% em relacdo ao extrato individual dos fungos Trametes lactinea e

Hexagonia glabra.

Efeito sinergético também foi observado por Coutinho et al. (2010) entre o extrato
alcoolico de Eugenia uniflorae o antibidtico gentamicina contra duas linhagens de
Escherichia coli (EC 27 e ATCC 8539) numa concentragdo inibitoria > 1.02pg/ml.

TABELA 03. Média do Efeito Sinergético entre os extratos das cepas de fungos amazénicosTrametes
lactinea e hexagonia glabra frente aos microrganismos Escherichia coli, e Staphylococcus aureus e Proteus

vulgaris.

Atividade Antimicrobiana EFEITO Bactéria Halo( mm)
SINERGETICO

S.aureus 7,8

Extrato a Frio E.coli 11,8

P.vulgaris 9,2

Para o grupo controle dos extratos analisados individualmente e de seus consorcios, as cepas
de microrganismos cresceram normalmente ndo ocorrendo formacdo de halo de inibigédo
evidenciando o potencial antimicrobiano dos extratos de ambos os fungos no crescimento das

bacterias testadas (Figura 02).



Grupo controle

Figura 02. Atividade antimicrobiana do extrato a frio do consorcio das cepas de fungos amazdnicos Trametes

lactinea e hexagonia glabra frente a bactérias Proteus vulgaris

Fonte: Wanderson Carvalho 2012

Apesar dos resultados favordveis a presente pesquisa mostrou algumas lacunas que
devem ser contempladas para o entendimento melhor do processo de consorcios, como por
exemplo o fracionamento dos extratos, para determinar quais metabolitos estdo sendo
eficientes na sensibilidade dos microrganismos e a determinacdo da concentracdo minima
inibitéria (CIM) , cabe ainda avaliar sua possivel acdo sinergética entre os consércios para
entdo otimizar de maneira mais eficiente sua acdo , outro ponto a ser contemplado e o uso de
solventes de diferentes gradientes de polaridades e diferentes técnicas de extracdo destes

metabolitos. Isso na possibilidade de futuramente a formulacédo de um produto final.
CONCLUSAO
Em funcédo dos resultados obtidos, podemos concluir que:

e As bactérias testadas foram sensiveis aos metabdlitos produzidos pelos fungos Trametes

lactinea e Hexagonia glabra;

e O extrato obtido da cepa Amazdnica Trametes lactinea, apresentou melhor resultado de

inibicdo para Escherichia coli .

e O extrato do consorcio dos fungos potencializou o efeito antimicrobiano frente a Proteus

vulgaris
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