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Resumo

A Biodiversidade Amazonica encontra-se sempre em termos superlativos em ndmeros
de plantas, peixes, aves, mamiferos, e insetos, isso sem contar 0s microrganismos que
sdo milhdes de espécies, estimasse que apenas 5% desta mega- biodiversidade
Amazonica tenha sido estudada do ponto de vista quimico ou farmacoldgico. Muitos
dos antibioticos utilizados para o tratamento de doencas foram extraidos de fungos a
exemplo da Penicilina, substancia produzida pelo fungo Penicilium notatum, descoberta
por Alexander Fleming em 1928. Dentre estes cabe avaliar a atividade antimicrobiana
da cepa Amazonica do fungo Panus fasciatus, frente a microrganismos Escherichia
colli e Staphylococcus aureus. As coletas dos basidiocarpos foram realizadas no
perimetro rural do municipio de Tefé-AM, na estrada da EMADE Km 6,5. Os
exemplares foram desidratados & 35°C por 24 horas, sendo triturados em liquidificador
industrial, para cada 30 gramas do material triturado foi acrescido 250 ml do solvente
alcool 70%, utilizando como extrator o Soxhlet. Para o extrato a frio utilizou-se as
mesmas proporcOes de material biologico e de solvente deixado em repouso por um
periodo de 48h em um recipiente ambar. As diluicBes dos extratos utilizadas foram 0,6
pg para ambos e diluidas em 20ul de DMSO, posteriormente acrescido 196, ml de dgua
destilada.Os microrganismos foram cultivados meio nutriente (NA), por 24h em estufa
a 37°C. O crescimento das bactérias 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 E. colli, e S. aureus foram semeadas nas placas de Petri
90x15mm contendo meio nutriente Mueller Hinton. O experimento foi realizado em
triplicata, foi adicionado em 80 ul dos microrganismos a serem avaliados nas placas de
Petri 90x15mm e semeados com uma alca de Drigalsk. Utilizou-se a técnica de difusao
de discos de + 0,5 cm foram usados 4 discos por placa, em trés adicionou-se 60 pl do
extrato a ser avaliada e no quarto o grupo controle adicionou-se 60 pl de DMSO como
controle negativo, posteriormente as placas foram a B.O.D.a temperatura de 37 °C por
24h para a observacdo de atividade do extrato. De modo geral os extratos avaliados
mostraram-se eficientes frente aos microrganismos Escherichia colli, e Staphylococcus
aureus, No entanto ressalta-se que os melhores resultados foram frente aos
microrganismos Gran-negativos Escherichia colli, isso para ambas as técnicas de
extragéo.
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Abstract

The Amazonian Biodiversity is always in superlative terms in numbers of plants, fish,
birds, mammals, and insects, not to mention the microorganisms that are millions of
species, esteemed that only 5% of this mega-biodiversity Amazon has been studied
from the point Chemically or therapy. Many of antibiotics used to treat diseases were
extracted from fungi such as the penicillin, substance produced by the fungus
Penicillium notatum, by Alexander Fleming discovered in 1928. Among these is to
assess the antimicrobial activity of the strain of the fungus Amazon Panus fasciatus,
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The collections of basidiocarps
were conducted in a rural area of the municipality of Tef-AM, on the road EMADE Km
6.5. the specimens were dehydrated at 350C for 24 hours and ground in a blender
industrial For each 30 grams of the crushed material was added 250 ml of 70% alcohol
solvent, using as the Soxhlet extractor. To the cold extract was used the same
proportions of biological material and solvent allowed to stand for a period of 48 hours
in a container ambar.As dilutions of the extracts were used for both 0.6 mg and diluted
in 20ul of DMSO subsequently plus 196 ml water mL destilada.Os microorganisms
were cultivated nutrient medium (NA) for 24h in an oven at 370C. The growth of
bacteria was adjusted from the range of Mac Farland, using the same tube of 0.5
standard concentration, equivalent to 1.5 x108 bacteria / ml. The strains of E. coli and S.
aureus and P.vulgaris were sown in Petri dishes containing nutrient medium 90x15mm
Mueller Hinton.O experiment was performed in triplicate, was added at 80 pl of
microorganisms to be evaluated in Petri dishes and seeded with a 90x15mm handle
Drigalsk. It was used the technique of diffusion disks + 0.5 cm were used four disks per
plate, were added in three 60 pl of extract to be evaluated and fourth control group was
added 60 pl of DMSO as negative control later the plates were Boda temperature of 37 ©
C for 24 hours for observation of activity of the extract. Generally the extracts evaluated
were effective against microorganisms Escherichia coli, and Staphylococcus aureus,
however emphasizes that the best results were against microorganisms Gran-negative
Escherichia coli, that for both extraction techniques.

Keywords: Fungus; Metabolites; Antimicrobial.

INTRODUCAO

A Amazoénia € o maior repositorio de biodiversidade do mundo. O Brasil detém
cerca de 20% desta biodiversidade mundial, principalmente, na floresta Amazoénica, a
maior do planeta e fonte inestimavel de matérias-primas nos mais variados setores.
Segundo Petrini, (1991). Apesar da imensa diversidade bioldgica amazébnica, as
espécies que a compdem e suas relacdes filogenéticas sdo pouco conhecidas, muito
menos Seus microrganismos e suas interagbes com outros seres. O potencial
biotecnolégico de microrganismos, especialmente aqueles da biodiversidade
Amazonica, tem despertado grande interesse de pesquisadores de todo o mundo em

funcdo do seu potencial industrial. O avanc¢o dos estudos na area da biotecnologia tem



contribuido para esse interesse e vém contribuindo com produtos e processos de
importancia industrial (Esposito e Azevedo, 2004).

Muitos dos antibidticos utilizados para o tratamento de doengas foram extraidos
a partir de fungos, como exemplo da Penicilina, substancia produzida pelo fungo
Penicilium notatum, descoberta por Alexander Fleming em 1928 (ALEXOPOULOS,
1996). J& a primeira investigacdo do potencial de Basidiomycota como agentes
produtores de antibidticos foi realizada por Anchel, Hervey, Wilkins em 1941,
observando extratos de basidiomas e cultura de micélios de inimeras espécies. Estudos
vém indicando sua alta capacidade de inibicdo do desenvolvimento de bactérias e seu
grande potencial enzimético, (SMANIA, 1995; 1997; 1998). Este cogumelo ¢é de
ocorréncia ampla, sendo facilmente encontrado em regides tropicais e subtropicais e
faceis cultivo.

Os fungos sdo organismos extremamente importantes para o equilibrio da
natureza. As espécies saprofagicas, juntamente com determinadas bactérias
desempenham o papel de decompositores, destruindo cadaveres e restos de plantas e
animais (CAVALCANTI, 1976; PUTZKE. 2002).

Atualmente, cerca de 33 espécies de Staphylococcus sdo reconhecidas e
divididas em duas categorias: coagulases positivos e coagulases negativos, baseadas na
capacidade de coagulacdo do plasma, importante marcador de patogenicidade dos
estafilococos. Entre essas espécies, o Staphylococcus aureus é o maior causador de
toxinose alimentar em humanos, pois produzem compostos extracelulares, como as
enterotoxinas estafilocdcicas, coagulases, nucleases e lipases. As enterotoxinas sao
responsaveis pelas toxinoses e, em particular, na area de vigilancia sanitaria de
alimentos, é o maior causador de surtos de toxinfeccdo durante as diferentes etapas de
processamento dos alimentos (SANTOS A, 2004).

A Escherichia colli é uma bactéria gram negativa, anaerdbica facultativa e um
dos habitantes mais comuns do trato intestinal. Sua presenca na dgua e nos alimentos é
um importante indicador de contaminacédo fecal, porém, ndo é normalmente considerada
patogénica; entretanto, pode ser a responsavel de infecgdes urinérias e produtora de
enterotoxinas, que podem causar graves doencas de origem alimentar (TORTORA,
2000).

Atualmente, muitas cepas sdo resistentes a quase todos antimicrobianos e a
perspectiva de aparecimento de uma cepa resistente a todos os antimicrobianos constitui

uma séria preocupagdo (SCHAECHTER, 2002). A necessidade de encontrar novas
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substancias com propriedades antimicrobianas para serem estudadas no combate a esses
microrganismos representa um desafio no tratamento de infecgdes (PEREIRA, 2004).
Vérios sdo os mecanismos pelos quais 0s microrganismos podem escapar dos efeitos
dos antimicrobianos, entre eles incluem-se: alteracdo da estrutura molecular dos
antimicrobianos, producdo de enzimas que inativam a droga, alteracdo das proteinas
ligadoras da penicilina ou outros pontos-alvo nas paredes das células, alvos modificados
da DNA-girase, mutacOes de permeabilidade e modificagdes ribossomicas (FILE 2000).

Diante do exposto, urge a necessidade de estudos referentes a atividade
antimicrobiana em linhagens da cepa Amazénico do fungo Panus fasciatus frente a
microrganismos Escherichia coli, e Staphylococcus aureus, de modo a gerar resultados
para pesquisas biotecnoldgicas futuras evidenciando assim o conhecimento da

biodiversidade Amazonica.

MATERIAL E METODO

A presente pesquisa foi desenvolvida no Municipio de Tefé - Am , no Cento de
Estudos Superiores de Tefé ( CEST) , no laboratério de Biologia. As coletas dos
basidiocarpos foram realizadas durante o periodo de verdo entre os meses julho e agosto
no perimetro rural do municipio de Tefé-Am, na estrada da EMADE Km 6,5 (Figura
01).

Figura 01: Imagem do local da coleta dos basidiocarpos Fonte: Instituto de Desenvolvimento
Sustentavel Mamiraua

Preparo dos Extratos

Foi utilizado como solvente alcool 70% para retirada dos componentes bioativos
do carpéforo. Apds a coleta do material estes foram selecionados e desidratados a
temperatura de 35° C na estufa por 24 horas, posteriormente foram triturados em
liquidificador industrial e passados em peneira de 60 mesh. Para cada de 30 gramas do
material bioldgico triturado foi acrescido 250 ml do solvente e utilizado como extrator o

Soxhlet para extragdo a quente dos compostos bioativos, a extracdo leva em média 8



horas de duracdo, que em media efetua 04 lavagens no sistema. Para o extrato a frio
utilizou-se as mesmas proporcoes de material bioldgico e de solvente (30g para 250 ml)
e deixado em repouso por um periodo de 72 h em um recipiente &mbar, para evitar
possiveis reacGes com a luz. Os extratos obtidos foram concentrados em fluxo forcados
em capela de exaustdo em temperatura ambiente 28 — 30° C, até se obter um
concentrado. Essa metodologia foi descrita pela primeira vez por Smania (2003).
Posteriormente o0s extratos foram pesados, etiquetados e armazenados em um

dessecador até as diluicdes dos bioensaios.
Bioensaio

As diluicbes dos extratos utilizadas foram de 0,6 g para ambos e diluidas em 20
pul de DMSO, posteriormente acrescido 196 ml de &gua destilada. As cepas
bacterioldgicas foram cedidas pelo laboratério de microbiologia da UEA-MBT
(Universidade do Estado do Amazonas — MBT- Mestrado em Biotecnologia). 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 inoculo 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 foi semeadas nas placas
de Petri 90x15mm contendo meio nutriente Mueller Hinton. Para preparar o meio
utilizou-se 38 g para 1000ml de agua destilada, posteriormente foi alto-clavado a latm
por 20 min. a 121° C, apés a esterilizagdo 0o 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 os mesmos foram plaqueados e
separadas. Apos esterilizar discos de difusdo de + 0,5 cm utilizou-se 4 discos por placa,
onde em trés adicionou-se 60 pl 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 B.O.D. & temperatura de 37 °C por 24h para a observagdo de atividade do

extrato nos microrganismos.



RESULTADO E DISCUSSAO

Tabela 01: Sensibilidade dos microrganismo aos extratos testados.

Atividade Antimicrobiana Bactéria Halo ( mm)
) S.aureus 8,57
Extrato a Frio ]
E.coli 11,9
Saureus 8,21
Extrato Soxhlet E.coli 10,48

Nas Ultimas décadas, as principais pesquisas envolvendo as propriedades
antitumorais e imunomodulatérias e antimicrobianas de basidiomicetos, conduziram a
uma série de pesquisas terapéuticas, profilaticas, nutricionais e outros beneficios dos
macromicetos. Porém, essas pesquisas tém se focado nos géneros mais comuns de
cogumelos ja comercializados, como Agaricus, Ganoderma, Pleurotus, Lentinus,
Grifola, Flammulina, Volvariella, Auricularia e Tremella (CHANG et al.,
1999).Entretanto, apesar da imensa diversidade fangica do Brasil, o cultivo de
cogumelos é relativamente escasso em comparagao a outros paises. Poucas espécies nativas
tém sido utilizadas na alimentacdo ou com propdésitos medicinais. Desta forma, existe toda
uma biodiversidade, que representa uma potencial fonte de compostos bioativos, ainda por
ser estudada, o que justifica novas pesquisas (SOCOOL et al., 2006).

Neste trabalho, foram avaliados os diferentes sistemas de extracdo dos
metabolitos secretados pelo fungo P.fasciatus e posteriormente testados quanto ao seu
perfil antibacteriano (Tabela 01). Com os resultados observados nos testes de
sensibilidade (screening) podemos notar que de modo geral houve a atividade
antibacteriana. No entanto a presente pesquisa merece algumas consideragdes, como por
exemplo, a técnica de extracdo dos metabolitos presentes nos basidiocarpos dos fungos,
que melhor expressou esta atividade foi a técnica de extracdo a frio, obtendo uma ligeira
superioridade em seus resultados quando comparado com o extrator Soxhlet, isso em
ambos bioensaios. Isso possivelmente pode estar relacionado com o processo de
extracdo. Ressalta-se, entretanto que o aquecimento continuo do extrato pode levar a
decomposi¢do quimica das substancias termicamente ou quimicamente instaveis e de
baixa polaridade (HOSTETTMANN et. al; 1997).



Outro aspecto que merece consideracdo foi o solvente utilizado alcool 70%, este
solvente permitiu a separagdo das substancias polares presentes nos basidiocarpos, a
agua, por exemplo, extrai agucares e outros componentes muito polares presentes na
amostra (SMANIA; SMANIA JR.; LOGUEIRO-LEITE, 1998; SMANIA et al., 1997).
Para o teste de sensibilidade frente ao Microrganismo Gran-positivo S. aureus, este
mostrou-se também ligeiramente superior, com halos de inibicdo de 8,21 e 8,57
respectivamente,( TabelaOl1), Estes resultados estdo em concordancia com estudos
anteriores que mostraram muitas espécies incomuns de basidiomicetos como grandes
produtoras de uma ampla variedade de atividades antimicrobianas (GETHA et al., 2009;
ANKE et al., 1989).

Em outro estudo, Suay et al. (2000) avaliaram a atividade antimicrobiana de 204
cogumelos poliporoides e mostraram que mais de 75% das espécies examinadas
apresentaram atividade antimicrobiana e 45% delas inibiram o crescimento de uma
grande variedade de microrganismos (SUAY et al., 2000). A vasta gama de agentes
antibacterianos efetivos isolados de fungos polipordides sugerem que este grupo,
insuficientemente explorado, pode ser uma valiosa fonte de novos compostos bioativos
com diferentes espectros antimicrobianos, que deve ser cuidadosamente estudado.

Para o bioensaio coma cepa Gran-negativa E.coli, estes mostraram-se bem
superiores, sendo utilizado a técnica com o extrator Soxhlet, halos de 10,48 e com a
técnica a frio 11,09 mm ( Figura 02) . No entanto a composicdo da parede celular
bacteriana merece algumas consideracdes, 0s microrganismos Gram-negativos existem
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 (Fluhr et al., 2010). Contudo existem
proteinas na membrana externa das bactérias Gram-negativas, denominadas porinas,
que podem facilitar a passagem de substancias para o espaco periplasmatico (Eumkeb et
al., 2010). Ainda fatores fisiolégicos mediante uso de substancias antimicrobianas,
podem ocorrer através da interferéncia sobre as vias metabdlicas desses agentes
infecciosos que podem alterar desde a permeabilidade (membrana externa) até os
processos de sintese (parede celular, acido félico, DNA, RNA e proteinas) dessas
bactérias (Neu,1992; Nikaido, 2001; Chopra et al., 2002; Pages 2004; Fluhr et al.,
2010). Devido aos diferentes mecanismos de patogenicidade bacteriana, uma infeccao
pode ser tratada por diversos antibacterianos, devendo ser escolhido aquele ao qual a

bactéria apresente sensibilidade (Da Silva, 2007, WHO 2007). Entretanto, a resisténcia
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aos antibacterianos tem sido um sério problema para a medicina, desde a implantacdo da
antibioticoterapia nos primordios da década de 1940 (Bomono e Szabo 2006; Da Silva,
2007; WHO 2007; Judlin et al., 2010).

Os problemas com cepas resistentes vém se agravando ano ap0s anos, em parte,
como consequiéncia do uso inadequado dessas drogas, além de diversos outros fatores
(Dupont e Steele 1987; Teuber 2001; White et al., 2002; Jacoby, 2005; NIAID 2006;
WHO 2007; OBATA et al, 2010). O uso difundido e incorreto dos agentes
antimicrobianos exerce uma forte pressdo seletiva, e a resisténcia celular aos agentes
antimicrobianos é a principal razdo do fracasso do tratamento das doencas infecciosas
(OUELLETTE & KUNDIG,1997; LAGE, 2003). Neste contexto, microrganismos
patogénicos tém desenvolvido varios mecanismos bioldgicos, tais como: aquisicdo de
DNA plasmidial, transposons, acumulacdo de mutacdes independentes e transporte
trans-membrana de moléculas xenobioticas, que os defendem dos ataques dos
quimioteréapicos (OUELLETTE & KUNDIG, 1997; LAGE, 2003).

Outro ponto a ser discutido € que o extrator soxhlet poder interferir causando
alteracdes na estrutura conformacional das moléculas avaliadas ou ainda ndo difundir o
extrato no meio de cultura (DAMASCENO 2009).

Sensibilidade dos microrganismos frente aos
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Figura 02: Atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir dos basidiocarpos da cepa Amaz6nica
Panus fasciatus, utilizando as técnicas de extracdo a frio e com o extrator soxhlet, frente aos
microrganismos Escherichia colli e Staphylococcus aureus .

Para o grupo controle as cepas de microrganismos cresceram normalmente néo
evidenciando halo algum, e isso nos leva a crer que a concentragdo de 10% de DMSO

ndo interferiu no presente resultado. A pesar dos resultados favoraveis, algumas lacunas
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foram evidenciadas na presente pesquisa: Como a determinacdo da CIM (Concentracéo
Minima Inibitoria), o uso de solventes de diferente gradiente de polaridade e ainda
outros microrganismos para mensurar sua possivel atividade. Isso pensando na
continuidade da presente pesquisa, passando assim pelas etapas como, por exemplo, a
cromatografia de troca idnica, cromatografia de exclusdo molecular para que possa ser

obtido a purificagdo do extrato, vislumbrando assim a formulagéo de um produto final.

CONCLUSAO

- Os microrganismos avaliados foram sensiveis aos metabdlitos produzidos pelos
basidiocarpos da cepa Amazonica Panus fasciatus.

- Nossos melhores resultados foram os bioensaios que usam a técnica de extracdo a
Frio.

- Os microrganismos Escherichia colli, foram o0s mais sensiveis aos metabolitos
produzidos pela cepa Amazonica Panus fasciatus.

- Apesarar dos resultados favoraveis é imprescindivel a determinacdo da concentracdo
minima inibitéria (CIM) e ainda o uso de solventes de diferentes gradiente de

polaridade.
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