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RESUMO

O Pycnoporus sanguineus é um fungo do filo basidiomycota pertencente a familia
Polyporaceae. O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxidade e a atividade
antimicrobiana de extratos de cepas do fungo AP. sanguineus provenientes de
Manaus (MIP-235828) e Parintis-AM (MIP-240018). Oito extratos foram obtidos
por duas técnicas diferentes, sendo 5 sintetizados a partir do corpo frutifero da
cepa MIP-240018 em agua, acetona, acetato de etila, etanol e hexano. Outros
trés extratos (CB, PIC1 e PIC2) foram obtidos por meio da cultura fingica das
mesmas cepas em caldo de batata e dextrose em pH9.0, incubadas por 21 dias a
28°C em estufa sob demanda bioquimica de oxigénio em presenca de luz. Estas
amostras foram extraidas com acetona, posteriormente filtradas em coluna de
silica gel C18 e em seguida evaporadas em rota-evaporador e resuspendidas no
meio especifico para cada ensaio proposto. A citotoxicidade dos extratos foi
observada pelo teste de viabilidade celular com o ensaio colorimétrico (sal de
trimetiltetrazolio - MTT) para estimar a concentracao do extrato que causou
reducdo em 50% da viabilidade celular (CC50) em células VERO mantidas em
meio de cultura DMEM (meio essencial minimo). Os cinco primeiros extratos e CB
foram submetidos aos testes de concentragdes inibitoria (CIM) e bactericida (CBM)
minimas contra cepas de Streptococcus mutans UA159 e Staphylococcus aureus
ATCC33591, resistente a meticilina, pelo método de microdiluicdo. Todos os
extratos inibiram a cepa de S. mutans. O extrato CB inibiu esta cepa na
concentracdo de 23 pg/mL, sendo capaz de mata-la na concentragdo média de
187 pg/mL. Os extratos em acetona e acetato de etilai inibiram a cepa em
concentragdes de 30 pg/mL e 70 pg/mL, respectivamente. Os demais extratos
inibiram a cepa em concentracbes aproximadas de 200 pg/mL, sendo que o
extrato aquoso inibiu em concentragbes préximas a 1000 pyL/mL. De um modo
geral, as concentragdes necessarias para inibir o S. aureus foram maiores do que
aquelas que inibiram o S. mutans, sendo que os extratos etandlico e aquoso nao
foram capazes de inibir ou matar a cepa S. aureus. Além do extrato CB, os
extratos hexanico e acetato de etila também foram capazes de inibir e matar a
cepa de S. agureus. A CC50 do extrato MIP-235828 foi calculada em 170 pg/mL e a
do MIP-240018 foi 730 pg/mL. Concluiu-se que os extratos das cepas flungicas
estudadas apresentam potencial antimicrobiano, exibindo minima citotoxidade
sobre células VERO.

Palavras-chave: Fungos, Purificacao, Farmacologia



ABSTRACT

Pycnoporus sanguineus is a fungus from basidiomycota phylum belonging to
Polyporaceae family. The aim of the present study was to evaluate the cytotoxicity
and the antimicrobial activity of extracts from strains of P. sanguineus from
Manaus (MIP-235828) and Parintis (MIP-240018) Amazon region. Eight extracts
were obtained by two techniques, being 5 synthetized from the fungus fruit-body
of MIP-240018 strain in water, acetone, ethyl acetate, ethanol, and hexane.
Another three extracts (CB, PIC1 and PIC 2) were obtained from the fungi culture
from the same fungus strain in potato-dextrose agar in pH 9.0, which were
incubated during 21 days under agitation at 28°C and light. These samples were
extracted with acetone, filtrated in gel columns C18, evaporated and, re-
suspended in the specific medium for each assay. The cytotoxicity of PIC1 and
PIC2 extracts was observed by cell viability was evaluated by the colorimetric
assay (trimethyltetrazolium salt - MTT) in order to estimate the extract
concentration that reduced 50% the cell viability (CC50) in VERO cells maintained
in DMEM (minimum essential medium) culture medium. The five first extracts and
CB were submitted to the minimum inhibitory (MIC) and bactericidal (MBC)
concentration tests against Streptococcus mutans UA159 and Staphylococcus
aureus ATCC33591 by using the microdilution technique. All extracts were able to
inhibit the S. mutans, being the CB extract able to inhibit this strain at 23 pg/mL
and to kill it at 187 pg/mL. The acetone and ethyl acetate extracts were able to
inhibit the strain at 30 pg/mL and 70 pg/mL, respectively. The other extracts
showed MIC of approximately 200 pg/mL, being that CB inhibited it in
concentration of approximately 1000 pL/mL. Generally, the concentrations
necessary to inhibit S. aureus were higher than the ones necessary to inhibit S.
mutans, being the ethanolic and aqueous extracts not able to inhibit or kill S.
aureus. Besides the CB, both hexane and ethyl acetate extracts were able to
inhibit and kill S. aureus. CC50 of MIP-235828 extract was calculated as 170 pg/m
Land the MIP-240018 was 730 pg/mL. We concluded that the extracts presented
potential as antimicrobial agents, showing minimum cytotoxicity against the VERO
cells.

Keywords: Fungi, Purification, Pharmacology
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1 INTRODUCAO

Embora possam causar doencas no homem, em animais e plantas,
os fungos constituem uma possibilidade para obtencao de novas moléculas que
podem apresentar atividades bioldgicas variadas, tais como antibidticos e
vitaminas. Estes microrganismos sintetizam em sua estrutura, substancias que
podem ser empregadas na industria, em especial a farmacéutica. A partir do
advento das penicilinas, descobertas por Fleming em 1928, houve uma
revolucao no tratamento de infeccdes que muitas vezes eram fatais. Os fungos
sao utilizados na industria ainda, para producdao de enzimas capazes de
degradar diferentes substratos (Esposito & Azevedo, 2004).

O Pycnoporus sanguineus é um fungo saprofito que pertencente a
familia Poljporaceae, do filo basidiomycota (basidiomicetos). E um dos fungos
causadores da decomposicao (“podridao branca”) em certos tipos de madeira
(Nobles & Frew, 1962; Loguercio-Leite, 1985; Smania et a/., 1998), sendo bem
reconhecido seu alto potencial lignocelulitico (Uzan et al., 2011).

O género Pycnoporus é dividido em quatro espécies: Pycnoporus
cinnabarinus, nativo da zona temperada do hemisfério norte; Pycnoporus
coccineus, que ocorre em varios paises com fronteira nos oceanos fndico e
Pacifico, Pycnoporus sanguineus, encontrado em regides tropicais e
subtropicais dos hemisférios norte e sul; e Pycnoporus puniceus, encontrado na
Africa e na India (Uzan et al,, 2011).

Do filo basidiomiceto tém sido isolados varios compostos que
apresentam atividade antimicrobiana (Anke, 1997; Esposito & Azevedo, 2004).
Porém, apesar de seu enorme potencial de biodiversidade em ecossistemas
tropicais (Hawksworth, 1997), poucos estudos visando a descoberta de
compostos bioativos deste filo foram conduzidos no Brasil. A maioria das
investigacOes foi dirigida aos cogumelos comestiveis (Ishikawa et al, 2001;
Paccola et al., 2001; Oliveira et al., 2002).

A atividade antimicrobiana do Pycnoporus sanguineus ja é conhecida

desde 1946, quando Bose isolou e denominou o poljporin, substancia ativa



contra bactérias gram-negativas e gram-positivas, sem toxicidade para os
animais experimentais. Na década seguinte, Gripenberg em 1958 e Cavill et al.
em 1959, isolaram um pigmento vermelho denominado pela primeira vez de
cinabarina (Cowan, 1999).

A cinabarina ¢ um exemplo de pigmento produzido pelo fungo
Pycnoporus sanguineus e por outros fungos da podridao branca, a qual
apresenta acao antibidtica e antiviral. As condicbes para a purificacdo desta
molécula ja foram otimizadas por Smania (1996) e Smania et al. (1998).

Amostras de Pycnoporus sanguineus, isoladas em diferentes regides
do estado de Santa Catarina, apresentaram atividade antimicrobiana sobre
varios tipos de bactérias, inclusive sobre Staphylococcus aureus e muitos
estreptococos, sendo mais eficiente contra bactérias gram-positivas do que
contra gram-negativas (Smania et al, 1995; Smania et al, 1998; Zjawiony,
2004). Smania et al. (2003) também descreveram a atividade antiviral efetivada
cinabarina sobre o virus da raiva em concentracdes entre 0,155 e 0,31 mg/mL.

O uso empirico do P. sanguineus na medicina popular é
frequentemente citado por historiadores. Como exemplo, a literatura registra o
tratamento de diversas doencas usando o fungo macerado, por tribos indigenas
das Américas, Africa e em certas comunidades rurais em Santa Catarina,
(Pérez-Silva et al., 1998). Segundo Fidalgo (1965), algumas tribos indigenas
brasileiras usavam o fungo inclusive para controlar hemorragias. O relato de
Dias et al. (2009), aborigenes australianos usavam este fungo para tratar
feridas bucais, sendo mascado e sugado para curar pequenas ulceragdes na
cavidade oral, bem como friccionado na boca de bebés para tratar candidiase
oral. Baseado nestas consideracgoes, este trabalho teve como objetivo observar
a atividade antimicrobiana de extratos do P. sanguineus, além de testar da sua

citotoxicidade em culturas de célula VERO.



2 REVISAO DA LITERATURA

Os fungos sao seres eucariontes, heterotroficos, aclorofilados,
aerdbios e microaerdfilos, unicelulares ou pluricelulares, com parede celular
composta geralmente de quitina e/ou celulose, além de outros carboidratos
complexos. Sua nutricdo ocorre por absorcao, utilizando glicogénio como
substancia de reserva. Podem viver como saprébios, parasitas ou simbiontes
com outros organismos (Lacaz, 2002; Putzke & Putzke, 2004).

Os fungos pluricelulares tém o corpo formado por um emaranhado
de filamentos, denominados hifas e o seu conjunto recebe o nome de micélio.
As hifas variam no diametro, espessura da parede e localizagdo do pigmento
(Putzke & Putzke, 2004). Segundo Esposito & Azevedo (2004), embora os
fungos nas diferentes formas possam agrupar-se e justapor-se, hunca formam
um tecido verdadeiro.

Embora venham sendo utilizados por milhares de anos em variadas
aplicacdes, sao frequentemente associados a efeitos prejudiciais. Algumas
espécies podem causar doencgas, parasitando animais e também o homem, bem
como causando deterioracao de alimentos e materiais, infectando plantas
(lavouras) e causando prejuizos econdmicos. A maioria das espécies, no
entanto, é benéfica e responsavel pela sobrevivéncia de outros seres vivos
inclusive o homem (Esposito & Azevedo, 2004).

Os alimentos fermentados fazem parte importante da dieta de
muitas populagdes em todo o mundo. As enzimas provenientes de fungos sao
utilizadas para hidrolisar proteinas e lipidios aumentando a fonte de nitrogénio
solivel (Oneret al, 1986). O processo de fermentacdo aumenta o valor
nutricional dos alimentos e melhora as caracteristicas organolépticas e
digestivas de alguns graos, como a soja (Omafuvbe et a/,, 2000).

Os fungos ja foram classificados como vegetais e também como
protistas. Atualmente sdo agrupados num reino a parte, denominado Fungi.
Este reino é atualmente dividido em quatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota e Basidiomycota, sendo esta classificacao feita de acordo com o

tipo de esporo originado por via sexual. Desta forma, as espécies sao
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classificadas pela producdo de zigotos, zodsporos, ascoporos e basidiosporos,
respectivamente (Logercio-Leite, 2004).

Os esporos fungicos sao estruturas que tem como fungao a produgao
de novos elementos, a dispersdao para um novo local e sobrevivéncia do
organismo em ambientes indspitos. Os esporos assexuais sao produzidos por
mitose e 0s sexuais por meiose (Moore-Landeker, 1996; Loguercio-Leite, 2004).

A variacdo morfoldgica do reino fungi € muito grande, existindo
espécies macro e microscopicas. Estima-se que o numero de espécies de
fungos espalhadas pelo mundo € de cerca de 1 milhdo e 500 mil, sendo que
apenas foram descritas cerca de 70 mil espécies (Hawksworth, 1991; Esposito
& Azevedo, 2004).

Os fungos sdo encontrados praticamente em qualquer local do
ambiente, inclusive no ar na forma de esporos, podendo desenvolver novas
estruturas quando encontram substrato adequado (Putzke & Putzke, 2004).
Podem ser encontrados no solo, nas aguas, sobre animais e vegetais, em
alimentos naturais e industrializados (Bononi, 1999; Teixeira et a/,, 2001).

Apresentam seu corpo na forma de duas unidades basicas: a
leveduriforme e a hifal (Trabusi & Altherthum, 2005), a Figura 1 mostra estas
duas formas. No formato de leveduras, as células sao Unicas, pequenas e
delimitadas apresentando um Unico nucleo. As hifas sdo os filamentos que
formam o micélio dos fungos, sao longas células cilindricas com varios nucleos
ou septadas, onde cada célula pode ter varios nucleos; podem ser simples ou

ramificadas (Sieveres, 1999).



Figura 1- Fungos: Filamentosos (pluricelular) e leveduras (unicelular).
Fonte:http://mundoeducacao.uol.com.br/biologia/caracteristicas-gerais-dos-
fungos

Os fungos filamentosos ou bolores e cogumelos apresentam-se
cenociticos, ou seja, células multinucleadas que se conectam por poros
existentes em septos, formando uma massa contigua de protoplasma. Tém
formato de tubos prolongados que se estendem continuamente em suas
extremidades. O conjunto destas hifas, ramificadas ou nao, denomina-se
micélio, (Figura 2) o qual pode variar do hialino ao colorido, dependendo da
espécie (Markham, 1994).

A coloracao do micélio é determinada por diferentes pigmentos que

conferem diferentes coloracOes ao corpo frutifero (Loguercio-Leite et a/., 2006).
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Figura 2 - Hifas, micélio, corpo frutifero e esporos fungi.
Fonte: adaptado de http://pt.wikipedia.org/wiki/Hifa.
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A superficie fungica é constituida de trés matrizes intercaladas: a
extracelular ou capsular, a parede celular e a membrana plasmatica.
Apresentam organelas no interior do citoplasma, como todo eucarionte. Sua
matriz extracelular é formada por substancias mucilaginosas que tem a fungao
de adesao em diferentes grupos de fungos, onde sao encontradas com diversas
enzimas extracelulares (Moore—Landercker, 1996). Apresentam nucleo tipico
que contem um nucléolo proeminente e os cromossomos sao geralmente muito
pequenos. No protoplasma sao encontrados ribossomos, elementos do reticulo
endoplasmatico, vacuolos, corpos lipidicos, glicogénio, complexo de golgi,
lissomos, corpos multivesiculares, microtubulos e microfilamentos, os quais
formam o cito esqueleto (Alexopoulos, 1996).

A obtencao de nutrientes pelos fungos ocorre por absorcao pela
parede celular em contato com uma solugdo nutritiva. O micélio segrega
enzimas especiais que atuam sobre substancias liquefazendo-as e, no caso dos
fungos lignoliticos, ocorre uma despolimerizacdo da lignina. Em outras
situacOes, especialmente no parasitismo de plantas, o micélio emite dérgaos
chamados apressoérios que penetram na célula do hospedeiro e se ramifica na
forma de haustorios absorvendo os nutrientes intracelulares (Griffin, 1994).

Os compostos usados para armazenamento de energia e
translocagdo de nutrientes sdo acglcares, como a glicose e a frutose, na forma
de glicogénio e trehalose que atuam como reguladores metabdlicos de
substancias de reserva (Deacon, 1997). O glicogénio pode formar agregados de
15 a 30 nm, que podem estar associados a membrana citoplasmatica ou
apresentarem-se livres no citosol (Moore-Landeker, 1996).

Segundo Furtado (1944), a atividade antimicrobiana de alguns
fungos ja era conhecida desde a antiguidade. A descoberta da penicilina a partir
do experimento de Alexandre Fleming, em 1928, e os estudos posteriores com
o Penicillium notatum ou com o Penicillium chrysogenum, por Houvard Flory e
Ernest Chain, em 1945, permitiram descobertas que levaram a uma reducao
sensivel de doencas infecciosas, como a febre reumatica nos EUA e de

tuberculose em varios paises desenvolvidos.



Os antibacterianos sao os produtos microbianos tradicionalmente
mais pesquisados pela industria farmacéutica. Contudo, novos compostos tém
sido investigados como agentes antitumorais, inibidores enzimaticos e agentes
cardiovasculares. A Tabela 1 mostra os produtos antimicrobianos obtidos a
partir de diversos fungos (Loguercio-Leite, 2004).

Alguns fungos, dentre eles o P. sanguineus, (figuras 3 e 4) tém um
sistema complexo de mecanismos e enzimas que lhes permite a utilizacao de
madeira e outros materiais lignoceluldsicos como substrato, mesmo que pobres

nutricionalmente, desempenhando um papel fundamental na reciclagem de

carbono na natureza (Martinez, 2005).

Tabela 1. Fungos produtores de antimicrobianos.

Fungo Antibiodtico
Aspergillusclavatus Clavalina
Aspergillusflavus Acido aspergilico
Cephalosporiumsalmosynne Cefalosporina N
Chaetomiumcochioides Chaetomina
Chaetomiumiodinium Iodinina
Chaetomiumviolaceum Violaceina
Gliocadiumsp. Gliotoxina
Micromonosporasp. Micronomosporina
Penicillium citrinum Citrinina
Penicillium cyclopium e Penicillium puberulum  Acido penicilico
Penicillium notatum Penicilina
Penicillium spinulosum Espinulosina

Proactinomyces albus e P. violaceus
Streptomyces antibioticus
Streptomyces levendulae
Streptomyces griseus

Streptomyces aureofaciens
Streptomyces venezuelensis

Proactinilomicina, Actinomicetina
Actinomicina

Estreptomicina

Estreptomicina

Clortetraciclina

Cloranfenicol

Fonte: Adaptado de Lacaz(2002).

A exploracdo e utilizacdo das capacidades metabdlicas do género
Pycnoporus é muito promissora para a biotecnologia devido a sua habilidade
em produzir corpos frutiferos e linhagens de células monocariéticas em escala
laboratorial, permitindo seu melhoramento genético (Alves et al., 2004). Além
disso, podem também produzir varias enzimas baseadas em cobre ou ferro

(metalo-proteinas enzimaticas) envolvidas na transformacdao de compostos



aromaticos da parede celular de plantas (Moukha et a/., 1999; Halaouli et al,,
2005; Uzan et al., 2011).

Figura 4 - Pycnoporus sanguineus, em uma arvore em decomposicao - Parintins,
AM.

Segundo Rosa et al. (2003) que isolou 84 espécies de
basidiomicetos, dentre elas o fungo P. sanguineus, a acao antimicrobiana
contra Candlida krusei e Staphylococcus aureus foi comprovada.

Num estudo realizado por Correa et al. (2006), o P. sanguineus

mostrou uma poderosa atividade leishmanicida, devido a compostos que
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envolvem a formacao de espécies reativas de oxigénio, causando a ruptura da
membrana do parasita.

Os flavondides constituem uma das maiores classes de metabdlitos
secundarios (polifendis de baixo peso molecular), derivados da via
fenilpropandide, em praticamente todas as plantas. Estes flavonoides sao
caracterizados pelo esqueleto de 15 carbonos (Cs-Cs-Cg), constituidos de um
anel oxigenado e outros dois aromaticos. O grupo principal destas substancias
inclui as flavonas, os flavonois, flavononas, antocianinas e chalconas. Estes
agentes sao antioxidantes naturais, prevenindo danos causados em
macromoléculas por espécies de oxigénio reativas. Além disso, podem atuar
como anti-inflamatdrios, anti-mutagénicos, anti-carcinogénicos e agentes
antialérgicos (Es-Safi et al., 2007). A rutina € um dos flavonol-glicosideos mais
comumente encontrados nos fungos, usualmente identificados como vitamina
P, quercetina e resperidina. Enzimas dos fungos, particularmente dos
Pycnoporus, chamadas de lacases, sao capazes de sintetizar e polimerizar a
rutina e seus derivados. Estas enzimas também s3o potentes degradantes de
lignina e celulose. Em conjunto com a rutina, estas lacases foram capazes de
inibir a ciclooxigenase2 (COX-2), além de inibir a metaloproteinase 3 (MMP-3)
em 70 a 75% de sua atividade (Uzan et a/., 2011).

A cinabarina sintetizada pelo P. sanguineus (Figura 5) tem na sua
estrutura basica um radical fenoxazin-3-ona, um grupo carbonila no carbono 1,
um grupo amina no carbono 2 e um grupo hidroxila no carbono 9. Seu nhome
quimico é 2-Amino-9-(hidroximetil)-3-oxo-3H-fenoxazina-1-acido carboxilico
(C14H10N20s). Para sua producao, a extracao in vitro é feita no 18° e 20° dias
de incubacdo do fungo, sendo sua sintese aumentada significativamente
guando o pH do meio de cultura é ajustado para 9,0 e incubado a 25°C sob luz
artificial (Smania et al., 1998; Zjawiony, 2004).



CH,OH COOH

Figura 5 — Estrutura quimica da cinabarina. Fonte: Sménia et al. (2003).

Embora ja existam estudos que mostram a atividade antimicrobiana
da cinabarina e de outras moléculas do fungo A. sanguineus, pouco se sabe
sobre a atividade de seus extratos, particularmente contra bactérias e células

eucarioticas.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivos Gerais:

Avaliar a citotoxicidade e a atividade antimicrobiana de extratos do

fungo Pycnoporus sanguineus encontrado na Regido Amazonica.

3.2 Objetivos Especificos:

1. Isolar e identificar duas cepas fungo Pycnoporus sanguineus da regiao
Amazonica;

2. Produzir extratos de duas cepas do fungo com solventes de diferentes
polaridades;

3. Analisar os extratos por cromatografia liquida e gasosa;

4. Avaliar /n vitro a citotoxicidade de extratos de duas cepas de P.
sanguineus sobre cultura de células VERO;

5. Avaliar /n vitro a atividade antimicrobiana dos extratos contra cepas de

Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas do fungo Pycnoporus sanguineus

Foram utilizadas duas cepas do fungo Pycnoporus sanguineus
colhidos em diferentes regides do Estado do Amazonas, sendo uma do
Municipio de Manaus (MIP-235828) e outra do Municipio de Parintins (MIP-
240018) a colheita foi respaldada sob o certificado de regularidade para coleta
de material bioldgico com finalidade cientifica com a autenticacdo eletronica
ei4z.1nvz.Jgm7.888r (anexo).

Os corpos frutiferos do fungo foram levados ao Laboratério de
Biorganica e Microbiologia da Universidade do Estado do Amazonas-UEA, sendo
que estes foram depositados na colecao de fungos da UEA e no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazobnia-INPA. A identificacdo do fungo foi
realizada através de taxonomia classica. O corpo de frutificagdo do fungo foi
analisado macro e microscopicamente, observando suas estruturas de
reproducao e utilizando literaturas especializadas, pela curadora da colegao,
professora Dolores Fonseca.

Apds a colheita foi realizado o isolamento do fungo e pequenos
fragmentos do corpo frutifero foram lavados em alcool a 70% por um minuto,
com hipoclorito de sédio a 2,5% por um minuto e agua destilada esterilizada
abundantemente (Figura 6). Inicialmente para o cultivo foi utilizado o meio de
cultivo BDA (Batata Dextrose Agar) com antibidtico cloranfenicol a 500 mg/mL,
sendo que as amostras foram incubadas em estufa sob demanda bioquimica de
oxigénio (BOD) a 28°C, em presenca de luz por 72 horas(Figura 7).

Para obtencao da cultura pura, outra repicagem foi realizada, onde
um disco de 0,5 cm de didmetro do micélio fingico anteriormente formado foi
depositado em placas de Petri contendo o meio BDA e incubadas por 7 dias em

estufa BOD a 28°C, em presenca de luz (Figura 8).
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Figura 6- Assepsia e isolamento do corpo frutifero do P.
Sanguineus.

Figura 7- Primeira repicagem - cultura em meio BDA.

Figura 8- Cultura pura do P. sanguineus em meio BDA.
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4.2 Extratos

4.2.1 Extrato CB

Apods obtencdo da cultura pura em meio BDA das cepas MIP 235828
e MIP 240018 foi feita a inoculacao do fungo em caldo de batata para o
crescimento micelial, segundo metodologia modificada de Smania et al. (1997,
1998).

Para o preparo do meio liquido foram utilizados 200 g de batata por
litro de agua. Apds o cozimento das batatas (Figuras 9 e 10), o caldo foi filtrado
e adicionado 20g de glicose. O pH do meio foi ajustado para 9,0 com uma
solucao de NaOH a 1M.

Das placas com a cultura pura, foram retirados dois discos de 10 mm
de diametro do micélio do fungo, os quais foram inoculados em 400 mL de
meio de batata em frascos de 1 Le incubados por 21 dias a 28°C sob agitagdo e
em presenca de luz (figura 11). Apds o periodo de incubacao, a cultura foi
agitada vigorosamente e filtrada em papel filtro Whatman N° 01 (figura 12). A
cultura foi filtrada em funil com auxilio de bomba a vacuo. O caldo foi filtrado
novamente em uma coluna de silica gel C18(SEP-PAK, Waters Technologies do
Brasil LTDA) e os metabdlitos secundarios extraidos com acetona PA (Figura
13). O solvente foi evaporado em aparelho rota-evaporador, a 80 RPM e 40°C
(Figura 14). Os extratos (Figura 15) foram suspendidos nos meios especificos
de cada teste e para analise por CLAE nos mesmos solventes com o quais

foram extraidos.
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Figura 9 - Cozimento de batata. Figura 10 — Caldo de batata esterilizado.

Figura 14- Rotaevaporador Figura 15 — extrato CB pronto.
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4.2.2 Extratos obtidos a partir do corpo frutifero

Para obtencdo dos extratos a partir do corpo frutifero foi usada a
metodologia proposta por Smania (2003), com modificacées. Os extratos do fungo P.
sanguineus foram extraidos com cinco solventes de diferentes polaridades: agua,
etanol, hexano, acetona e acetato de etila. Estes extratos foram obtidos com a
trituracao dos corpos frutiferos colhidos na cidade de Parintins (MIP-240018) (Figuras
16 e17).

Uma vez identificados os corpos frutiferos da espécie, estes foram lavados
em agua corrente e posteriormente com agua destilada, secos e acondicionados em
sacos plasticos fechados a vacuo e conservados em freezer -18°C até a preparagéo
dos extratos. Previamente a preparagdo dos extratos, 129,5 g dos corpos frutiferos
dos fungos foram submetidos a liofilizagao por 24h.

O peso seco obtido apéds a liofilizagdo foi de 121,0 g, sendo a amostra
triturada e pesada em cinco partes de 24,0 g cada uma delas (Figuras 18 e 19). Estas
amostras foram acondicionadas em frascos com 400 mL de um dos solventes, sendo
mantidos por 24 horas para maceracao. Cerca de 50% do solvente foi evaporado e o
restante recebeu adigdo de 200 mL do mesmo solvente (Figura 20). Apés filtragdo em
papel filtro Whatmamm N° 01, os extratos com solventes volateis (acetona, acetato de
etila, etanol e hexano) (Figura 21) foram evaporados em rotaevaporador, a 40°C, em
60 rotacdes por minuto para remocao total do solvente.

Figura 16. Corpo frutifero do P. sanguineus. Figura 17. Liofilizagdo do fungo.
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Figura 20. Corpo frutifero triturado imerso em diferentes solventes.

Figura 21. Perfil dos extratos hexanico, em acetato de etila, etandlico,
acetonico, aguoso e em caldo de batata (CB) do P.sanguineus.
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4.3 Analises Quimicas

Os extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia a gas acoplada a espectrometro de massas
(CG-MS), para determinar sua composicao quimica. Os extratos obtidos foram
enviados a Divisao Quimica Organica e Farmacéutica do Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Bioldogicas e Agricolas (CPQBA) da UNICAMP, sob a
responsabilidade do quimico Dr. Adilson Sartoratto, para identificacdo dos
principais constituintes por CG-MS, utilizando a metodologia modificada descrita
por Taminato (2007). A andlise por CLAE foi realizada no Laboratério de
Biorganica e Microbiologia da Universidade do Estado do Amazonas — UEA,

seguindo o método adaptado de Dias & Urban (2009).

4.3.1 Analise em CG-MS

Apds o processo de extragdo, as amostras dos extratos do fungo ~.
sanguineus foram analisados por cromatografia gasosa conforme metodologia
proposta por Taminato (2007), em detector de massas por meio de um
cromatégrafo a gas HP 5890 série II, acoplado a um detector seletivo de
massas HP5970. Foi utilizada coluna de fase ligada de 25 m a 30 m de
comprimento X 0,2 mm de didametro X 0,33 pym de espessura da marca HP
ultra-2 ou HP-5 e hélio como gas de arraste. As amostras foram dissolvidas em
solvente de acordo com a polaridade da amostra. As temperaturas do injetor,
da coluna e do detector foram, respectivamente, 250°C, 110°C (5°C/min, 280°C
- 26 minutos) e 300°C. O volume injetado foi de 1 YL e a vazao do gas de

arraste (He) foi 1,0 mL/min (split de 30 mL/minuto).

4.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC)

Os extratos foram analisados por meio do cromatdgrafo liquido
constituido por uma bomba ternaria Varian 9010, um detector Varian UV-VIS

9050 acoplado ao software integrador Millennium 5.0. Da solucao do extrato
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fungico a 1% (diluido no solvente no qual foi preparado), uma aliquota de 1,5
mL foi filtrada em membrana de celulose e acetato 45/25. Em uma coluna C18,
utilizando o método de gradiente (0-2 min: 10% CH3CN/H20; 14-24 min: 75%
CH3CN/H20; 26-30 min: 100% CH3CN e; 32-40 min: 10% CH3CN/H20),
injetando-se 50uL no injetor.

As quantidades relativas dos compostos foram determinadas com base
na area de cada pico em comprimento de onda 435 nm, conforme metodologia
descrita por Dias & Urban (2009).

4.4 Atividades em Células VERO

Este ensaio foi realizado no laboratdrio de virologia aplicada (LVA),
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, sob orientagdo da Profa.

Claudia Maria Oliveira Simoes.

4.4.1 Culturas celulares

Foram utilizadas culturas de células VERO (American Type Culture
Collection, ATCC CCL81) que sdo culturas continuas de fibroblastos de rim do
macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), cultivadas a 37°C, em

atmosfera Umida de 5% de CO,.

4.4.2 Meio de cultura e reagentes

O meio de cultura utilizado foi o0 MEM (Minimal Essential Medium-
Cultilab®) adicionado de bicarbonato de sédio, a fim de manter o pH entre 7,2
e 7,4 na estufa de CO,. O meio foi suplementado com 10% soro fetal bovino
(SFB, Gibco®), para permitir o crescimento e a manutencdo das células. Para os
experimentos, o meio foi também suplementado com 1% de PSA (10.000 UI de

penicilina, 10pg de estreptomicina e 25 pg de anfotericina B - Cultilab®).
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Além disso, a enzima proteolitica tripsina (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, USA), preparada numa solucao de EDTA a 0,05%, foi utilizada como
agente dissociante na obtencao de subculturas celulares, tanto para
manutencado das células, como para realizagdo dos experimentos em placas de
multiplas cavidades. Apds o descolamento das células, o processo de
tripsinizacao foi interrompido, para evitar a citolise, pela adicdo de SFB com

inibidores de protease.

4.5 Avaliacao da viabilidade celular através do Ensaio Colorimétrico

com sal de Tetrazolium (MTT)

A citotoxicidade é observada pela desorganizacdao do tapete celular,
bem como pelo aspecto granuloso e arredondado das células e consequente
aparecimento de alteragbes morfoldgicas quando as células sdo expostas a
agentes externos (Streissle et al., 1981).

Neste ensaio foi utilizado o método colorimétrico com MTT, conforme
proposto por Takeuchi et a/. (1991), com modificagdes propostas por Sieuwerts
et al(1995).

Uma suspensdo de células VERO contendo 2,5 x 10° células/mL foi
distribuida em uma placa de 96 cavidades (100 pL/cavidade). Apds 24 h de
incubagao, a 37°C, em estufa de CO,, a cultura celular estava confluente.
Entdo, o meio de cultura foi substituido por 200 uL das amostras, em diferentes
concentragdes (1, 0.50, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125 e 0.01563 mg/mL),
dissolvidas em meio MEM sem SFB. Nos controles celulares foi adicionado
somente meio de cultura. Em seguida, as placas foram incubadas durante 72 h
nas mesmas condicOes descritas acima.

Apds este periodo, os sobrenadantes foram aspirados e adicionou-se
50 pL da solucao de MTT (Sigma) (1 mg/mL em meio MEM), em todas as
cavidades. Apds 4 horas de incubacdo a 37°C, a solucao de MTT foi aspirada
cuidadosamente para nao danificar as células e 100 pL de dimetilsulféxido

(DMSO - Nuclear®) foram adicionados em cada cavidade.
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As placas foram agitadas levemente, em temperatura ambiente, por
5 a 10 min, para que os cristais de formazana fossem solubilizados. A leitura
das absorbancias em cada cavidade foi realizada em espectrofotometro
(Tecan®, modelo Infinite 200 PRO) com 540 nm de comprimento de onda.

Por meio da seguinte formula, as porcentagens de viabilidade (X %)
foram calculadas pela relagdo dos valores de absorbancia de cada amostra com

a média dos controles celulares, que é considerada como 100 % de viabilidade:

densidade Optica material em teste
X% = x 100

densidade dptica controles celulares

Os percentuais de viabilidade calculados, referentes as diferentes
concentracdes das amostras, foram inseridos num grafico de concentragdes
versus porcentagens de citotoxicidade. Através da andlise de regressao, foi
possivel calcular os valores de CCsg, ou seja, a concentracao da amostra que
causa reducao em 50% da viabilidade celular (Sokal & Rohlf, 1995). Os valores
de CCsy calculados representam a média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

Como controle do experimento, as alteracdes morfoldgicas celulares
foram acompanhadas no microscdpio invertido e registradas apods as 72h, antes

da adicao do corante.

4.6 Atividade Antimicrobiana

4.6.1. Microrganismos

O ensaio para a determinacao da CIM dos seis extratos sobre o
crescimento bacteriano e a viabilidade das bactérias Streptococcus mutans
UA159 e Staphylococcus aureus ATCC 33591, esta cepa é também resistente a
meticilina (MRSA), foram realizados através do método de microdiluicdo
utilizando microplacas estéreis de cultivo com 96 pocos de fundo chato (Eloff,
1998; Castro et al., 2009).
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4.6.2 Preparo do indculo

Os indculos das suspensdes bacterianas de microrganismos
indicadores, foram preparados a partir de uma cultura crescida 18 horas a 37°C
em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion). Com o auxilio de uma alca de
platina esterilizada, foram transferidas culturas para um tubo com 5 mL de soro
fisioldgico estéril, para obtencao de uma solucao com 0,135 de absorbancia,
mensuradas em espectrofotdmetro, no comprimento de onda 660 nm,
correspondente a concentragdo aproximada de 1,5 x 10 UFC/mL (unidade
formadora de col6nia por mL). A propor¢cdao do indculo para o preparo da

suspensao bacteriana foi de 1 pL para cada mL de meio de cultura.

4.6.3 Diluigao dos Extratos

Solugdes dos extratos nas concentragdes de 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL
foram filtradas através de membrana filtrante 0,22 pm GV Millex estéril
(Millipore-Bedford, MA, USA) e realizadas diluigdes seriadas destas solugdes em
caldo BHI para se obter concentragoes finais de 125, 250, 375, 500, 750, 875 e
1000 pg/mL (v/v), em um volume final de 200 L.

4.6.4 Concentragao Inibitoria Minima - CIM

Para estes testes foram utilizadas micro placas esterilizadas com 96
pocos de fundo chato. Cada poco recebeu inoculo de 190 yL de suspensao
bacteriana e 10 pyL de cada concentracao do extrato, de tal maneira que o
volume final em cada pogo foi de 200 pL. O caldo BHI foi inoculado com
suspensao bacteriana, na proporcao 1:1000 de modo a obter uma concentracao
bacteriana em torno de 1 x 10° UFC/mL. Em seguida, foi feita a leitura inicial
das placas em leitor tipo ELISA, sendo incubadas em estufa a 37°C, 10% de
CO,, por 24 horas. Apds a incubacao foram adicionados 30 WL de rezazurina

(Sigma) em solucao aquosa (0,01%), em cada poco preparado. Este sistema
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revelador permitiu a observacao imediata, sendo que a cor vermelha
representava o crescimento e a cor azul a auséncia de crescimento.

A CIM foi considerada a menor concentracao dos extratos em que
nao houvesse crescimento bacteriano, ou seja, uma leitura de absorbancia
menor que 0,05. Como controle positivo foi utilizado o digluconato de
clorexidina (0,12%, concentracao final) e, como controle negativo, 0 mesmo

veiculo e concentracao utilizada nas preparacoes dos extratos.

4.7 Concentracao Bactericida Minima- CBM

A determinacao da CBM foi feita baseando-se nos resultados obtidos
no teste da CIM, utilizando-se como indculo as suspensdes provenientes dos
pogos que apresentam um resultado de leitura de absorbancia inferior a 0,05 a
660 nm. As placas de Petri contendo meio de cultura BHI agar com 5% de
sangue de carneiro desfibrinado foram semeadas utilizando 20 pL de indculo
sendo incubadas em 10% de CO, a 37°C, por 48 h. A CBM foi considerada
como a menor concentragao dos extratos em que nao houve crescimento
celular sobre a superficie do agar inoculado, ou seja, 99.9% de morte
bacteriana (Phillips, 1991; Castro et al., 2009). Todos os testes foram feitos em

triplica.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao Quimica

A Tabela 2 mostra os provaveis constituintes obtidos por CG-MS dos

extratos em solugcbes hexanica, etandlica, em acetato de etila, aquosa,

acetonica e do extrato oriundo da cultura em caldo de batata (CB). Nao foi

possivel a identificacdo de nenhum composto nos extratos etilico e CB.

Tabela 2. Constituintes e constituicao relativa (%) na amostra dos extratos em

funcao do tempo de retencao (tR).

Fracoes* tR (min) Identificacao provavel %
16.1 e 27.82 Ester de acido 1,2-benzenodicarboxilico 8,51
Acetona 37.59 5,6-dihidroergosterol 16,81
8.69 a 37.17; 38.8 a 44.62 n.i.** 72,38
16.1 Ester de acido 1,2-benzenodicarboxilico 2,94
(éster metilico do acido oléico)
17.18 Ester metilico do cido hexadecandico 41
(éster metilico do acido palmitico)
Ester metilico do &cido 9,12-
20.32 octadecadiendico 21,28
(éster metilico do acido linoléico)
Acetato
Deetila 20.43 Ester metilico do 4cido 9-octadecendico 13,61
20.89 Ester metlllco d,q acido ,ogtadleno[cc_) 2,69
(éster metilico do acido estearico)
25.48 Ester bis(2-etilhexil) do acido hexanodidico 9,9
27.81 Ester de acido 1,2-benzenodicarboxilico 8,18
37.59 5,6-dihidroergosterol 13,27
31.79 a 34.08; 38.8; 43.52 n.i. 22,71
29.88; 32.6; 34.48 Compostos da vitamina E 20,64
25.38; 30.37; 30.82; 33 Compostos do gama-tocoferol 44,24
Hexano 34.83 Estigmasterol 3,07
36.23; 37.94 Compostos do beta-sitosterol 15,06
26.05; 30.66; 31.86; 34.06; i 17
35.92 o
21.51 Eter etilico do &cido 9,12-octadecadiendico 6,18
Aquoso 37.59 5,6-dihidroergosterol 11,25
11.07 e 37.37 n.i. 82,57

* - Nao foi possivel a identificagdo de nenhum composto nos extratos etilico e CB.

** - n.i. — Nao identificado
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A Figura 22 mostra o perfil cromatografico (CLAE) da fracdo em
acetona do extrato do fungo P. sanguineus, analisado pelo método descrito

previamente por Dias & Urban (2009), com seus provaveis constituintes.
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Figura 22. Perfil cromatografico da fracdao acetonica do extrato do P. sanguineus.

A Figura 22 mostra a presenca em maior propor¢cao dos principais
constituintes da fracdo em acetona, a cinabarina e o acido cinabarinico. Uma

proporcao inferior de tramesanguina e picnoporina foi observada.
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5.2 Citotoxicidade in vitro em cultura de células VERO

A Figura 23 mostra a atividade dos extratos PIC I (MIP-235828) e
PIC II(MIP-240018) sobre a viabilidade das culturas de células VERO.
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Figura 23. Viabilidade da cultura de células VERO submetidas as
diferentes concentragbes dos extratos PIC1(MIP-235828) e PIC2(MIP-
240018).

A analise de regressao (correlagdo de Pearson - rP) evidenciou que
houve relacao inversa e significativa entre as concentragoes dos extratos de P.
sanguineus (JUg/mL) com a viabilidade celular, tanto para o MIP-235828 (rP=-
0,8964; p=0,0004) quanto para o MIP-240018 (rP=-0,8757; p=0,0009). A
CC50 foi calculada como sendo 170,3 pg/mL para o MIP-235828 e 730,4 jug/mL
para o MIP-240018. Embora o primeiro extrato tenha apresentado maior
toxicidade quando comparado ao segundo extrato, ambos exibiram baixo perfil

de toxicidade.
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5.3 Atividade Antimicrobiana in vitro Contra S. aureus e S. mutans

As Figuras 24 e 25 mostram o perfil de atividade antimicrobiana dos
extratos contra S. mutans UA156 e S. aureus ATCC 33591, respectivamente.

Foi possivel observar que todos os extratos inibiram a cepa de S.
mutans, sendo que o extrato CB mostrou capacidade de inibir esta cepa na
concentragao de 23 pg/mL, sendo o Unico dos extratos capaz de matar a cepa
em estudo, na concentracdo média de 187 pg/mL. Isto significa que o extrato
foi capaz de matar a cepa em concentragoes oito vezes maiores que a CIM.

O extrato em acetona mostrou ser capaz de inibir a cepa em
concentracbes de aproximadamente 30 pg/mL e em acetato de etila em 70
Mg/mL. Os demais extratos inibiram a cepa em concentracGes aproximadas de
200 pg/mL. O extrato aquoso promoveu inibicao somente em concentragoes
proximas ao limite testado.

Pela Figura 25 foi possivel observar que os extratos afetaram o S.
aureus de forma diferente daquela observada para a cepa de S. mutans. De
uma maneira geral, as concentragbes necessarias para inibir o S. aureus foram
maiores do que aquelas que inibiram o S. mutans, sendo que as fracoes

etandlica e aquosa nao foram capazes de inibir ou matar a cepa S. aureus.
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Figura 24. Concentracoes (média geométrica xlC95%) inibitéria (CIM) e

bactericida (CBM) minimas contra S. mutans UA159.
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Figura 25. Concentragbes (média geométrica +IC95%) inibitéria (CIM) e
bactericida (CBM) minimas contra S. aureus ATCC33591. * - Acima da
concentracdo méaxima testada (1000 pg/mL).

Além do extrato CB, as solucdes hexanica e em acetato de etila

também foram capazes de inibir e matar a cepa de S. aureus. As concentracoes
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destes extratos, necessarias para matar a cepa, foram entre 1,5 a 2,8 vezes

maiores do que aquelas necessarias para inibi-la.
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6 DISCUSSAO

A literatura internacional indexada mostra 37 publicagdes sobre o
fungo P. sanguineus, sendo que 16 deles sao relacionados ao isolamento de
lacase, a qual é uma das principais enzimas relacionadas a degradacdao da
madeira. Sete outros estudos relacionam a atividade descolorante do fungo ou
uma de suas mais importantes atividades: a propriedade de absorcao de ions
metalicos, tais como cobre (Mashitah et a/., 1999; Yahaya et a/., 2009), cadmio
(Mashitah et al., 2008) ou chumbo (Yus Azila et a/., 2008).

De forma similar ao presente estudo, relatos de atividade
antibacteriana foram efetuados pela primeira vez por Smania et al. (1995),
sendo retomado o estudo desta propriedade por Rosa et a. em 2003.
Propriedades antivirais e o perfil de toxicidade sobre células foram relatadas por
Smania et al. (2003), sendo que Correa et al. (2006) mostraram a atividade
leishmanicida do fungo. A maior parte dos estudos sobre as diversas
propriedades antimicrobianas do fungo foram realizados com o extrato
acetonico, similar ao utilizado neste estudo, ou com a cinabarina isolada deste
extrato.

A opcao por utilizar os extratos brutos com diferentes polaridades no
presente estudo foi ocasionada pela auséncia de dados mais claros na literatura
a respeito das propriedades do P. sanguineus. Além disso, é notdrio que os
efeitos farmacoldgicos de compostos fitoterapicos ou naturais sao oriundos de
mais do que apenas um dos seus constituintes. Grupos farmacoldgicos
distintos, dentro de um composto, sdo responsaveis pelas diversas atividades
farmacoldgicas verificadas em uma s6 espécie fungica ou vegetal. Embora
exista a tendéncia em se preconizar o uso de principios ativos oriundos de
compostos naturais, muitos exemplos mostram que o uso do composto pode
ser igualmente ou mais efetivo quando usado /in natura ou através de extratos
de preparacao simples (Matos, 1997). Extratos vegetais usualmente também
apresentam baixo custo, sao mais facilmente aceitos pela populacao e nao

envolvem grande investimento inicial para sua produgdo. Além disso, a Portaria
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971 (03 de maio de 2006), a qual aprova a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS, contempla a fitoterapia, entre
outras, como pratica desejavel nas politicas de salude publicas brasileiras (Diario
Oficial da Uniao, 2006). Assim, a opcao pelos ensaios com os extratos brutos do
fungo permitiu observar a atividade de um possivel agente terapéutico
seguindo a PNPIC.

Embora os métodos de identificagdo dos compostos quimicos nos
diferentes extratos sejam métodos tradicionais e consagrados, o nivel de
precisao ou certeza sobre a identificacao provavel ndao foi maior do que 80%.
Além disso, a identificacdo é dependente da biblioteca de compostos do
equipamento CG-MS e, portanto, compostos que nao estejam catalogados
nesta biblioteca ndo apareceram na identificacao provavel. O método por CLAE,
por sua vez, depende da injecao de padroes, 0s quais nao estao
comercialmente disponiveis. A identificacdo da cinabarina no presente estudo
foi possivel gracas ao ensaio prévio executado por Dias & Urban (2009). Esta
transposicdo de resultados foi possivel gracas a utilizacdo das mesmas
condigdes e do mesmo método cromatografico entre os dois estudos.

Como observado por Correa et al. (2006), o extrato acetbnico
continha ergosterol na sua composicao pela identificacao por CG-MS, sendo que
0 método por cromatografia liquida permitiu também observar a cinabarina no
mesmo extrato. No presente estudo, os diversos extratos mostraram algumas
moléculas em comum, sendo que estes extratos apresentavam diferentes
forcas polares. Considerando as moléculas diferentes isoladas nestes extratos
diversos, foi possivel confirmar a presenca da cinabarina, a ésteres diversos,
ergosterdis, além da vitamina E, e seus derivados. Ndo existem estudos na
literatura indexada sobre a composicao quimica do fungo P. sanguineus.

Os resultados observados no presente estudo revelaram que os
extratos se comportaram de maneira distinta em relagdo a sua atividade
antimicrobiana. Além disso, o efeito foi dependente da espécie bacteriana.
Resultados similares foram observados por Smania et a/. (1995). Estes autores
observaram que um extrato acetbnico do fungo foi capaz de inibir e matar

cepas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
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Salmonella typhi, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), além de estreptococos
dos grupos A, B, C e G, em concentragoes variando entre 0,019 a 1,25 mg/mL.
O S. aureus, em particular, mostrou CIM e CBM de 0,156 mg/mL (156 ug/mL) e
os estreptococos mostraram CIM e CBM entre 19 a 78 ug/mL. Os resultados do
presente estudo se mostraram similares aos observados naquele estudo.
Curiosamente, a cepa de S. aureus utilizada Smania e colaboradores é
reconhecidamente uma variante sensivel as penicilinas, enquanto que a
utilizada no presente estudo é resistente a meticilina (MRSA). Assim, é possivel
que os extratos do fungo ou algumas de suas fracdes tenham atividade
antibacteriana importante contra esta espécie, independentemente de seu perfil
de resisténcia contra antibidticos comumente isolados.

O S. aureus, embora faca parte da microbiota normal humana, é
considerado como o mais importante patdgeno dentre os estafilococos, e
provavelmente dentre todas as bactérias, em seres humanos (Waldvogel,
1990). No ano 2000, mais de 80% dos S. aureus isolados de pacientes
hospitalizados e cerca de 70% dos isolados de pacientes ambulatoriais
apresentavam resisténcia as penicilinas naturais (Tavares, 2000).
Recentemente, esta espécie atingiu praticamente 100% de resisténcia as
penicilinas, sendo que a subespécie preponderante € aquela resistente a
meticilina (Gales et al/, 2009), similar aquela utilizada no presente estudo.
Assim, os resultados de susceptibilidade antimicrobiana obtidos com as fragdes
hexanica e com o CB contra o S. aureus merecem estudos posteriores para
comprovar sua efetividade em outros modelos.

Embora Smania et al/. (1995) tenham observado significativa
atividade bactericida contra estreptococos, no presente estudo apenas a fracao
CB mostrou capacidade em matar a cepa de estreptococo em estudo (187
Mg/mL). O perfil do S. mutans UA159 utilizado no presente estudo pode ser a
causa para a diferenca observada. Esta cepa é sabidamente mais resistente a
alguns antimicrobianos que outras cepas, além de ter um perfil de viruléncia
mais exacerbado (produz mais acido, biofilme sendo mais resistente a acidos),

sendo que seu genoma ja foi completamente decifrado (Ajdi¢ et al., 2002).
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Smania et al. (1995) também relataram que nao observaram inibicao
bacteriana, mesmo em concentragdes de 100mg/mL, com extratos obtidos por
solventes menos polares, tais como alcool butilico, diclorometano, éter etilico,
heptano e hexano. Entretanto, quando utilizaram acetato de etila, acetona e
metanol, obtiveram atividade inibitéria mesmo em baixas concentragdes. Estas
observacbes também estdo em acordo com os resultados do presente estudo,
considerando a cepa de S. gureus. Entretanto, todos os extratos no presente
estudo foram capazes em pelo menos inibir a cepa de S. mutans. Além disso, a
fracdo hexanica teve atividade consideravel sobre ambas as cepas.
Provavelmente, estas diferencas ocorreram em funcao da cepa de fungo ou
mesmo das cepas bacterianas utilizada nos estudos.

De forma similar, Vanderlinde & Onofre (2010) mostraram que o
extrato aquoso do fungo inibiu uma cepa de S. aureus sensivel a penicilina e
também uma cepa de Pseudomonas aeruginosa, mas nao inibiu cepas de E.
col, S. epidermidis e C. albicans. Entretanto, o extrato obtido com acetato de
etila inibiu o crescimento destas cepas, a excecao de E. colie C. albicans. Desta
forma, mais uma vez a inibicao das bactérias se mostrou dependente da cepa
bacteriana e da cepa flngica utilizada.

Outro fato importante é a diferenca observada entre as
concentragdes inibitoria e bactericida minimas considerando ambas as cepas
bacterianas. Ja esta estabelecido na literatura que concentragdes sub-inibitorias
de varios antimicrobianos sao capazes de modificar a arquitetura molecular da
superficie externa de bactérias e algumas funcdes bacterianas, tais como a
habilidade em aderir as células do hospedeiro, a energia de superficie
bacteriana, a sensibilidade aos mecanismos de defesa do hospedeiro,
motilidade, etc., influenciando a viruléncia bacteriana (Vaisanen et a/., 1982;
Braga, 1994; Vidya et al, 2005). Assim, é provavel que os extratos nas
concentracoes que provocaram inibicao bacteriana tenham interferido com
funcdes metabdlicas nado vitais, mas de forma suficiente para alterar o perfil de
crescimento bacteriano. Somente em concentracdes muito elevadas estes

extratos foram capazes de inviabilizar totalmente a bactéria.
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Um Unico estudo na literatura mostrou que a citotoxicidade da
cinabarina, isolada do fungo, iniciou com a concentracao de 0,62 mg/mL, sendo
que na concentracdo de 0,31 mg/mL ndo houve quaisquer efeitos indesejaveis
sobre as células (Smania et a/., 2003). No presente estudo, o extrato obtido do
fungo colhido na cidade de Parintins (MIP-240018) mostrou concentragao
citotdxica da ordem de 0,73 mg/mL, sendo que nenhum efeito significativo
sobre as células ocorreu com concentragdes até 0,25 mg/mL. Estes resultados
sdo muito similares aos descritos por Smania et al. (2003). Entretanto, o
extrato colhido na cidade de Manaus (MIP-235828) apresentou citotoxicidade
em concentragoes inferiores (entre 0,17 e 0,06 mg/mL). Embora os valores
obtidos no presente estudo ndo sejam relativos a cinabarina ou qualquer outra
molécula isolada, as concentracdes dos extratos acetonicos utilizadas no ensaio,
sao particularmente ricos em cinabarina, como pode ser comprovado pela
cromatografia.

Smania et al. (2003) também mostraram que a cinabarina, mesmo
em concentracoes de 1000 mg/mL, ndo induziu mortalidade e alteragdes
macroscopicas consideraveis nos érgaos vitais e nem outros sinais de toxicidade
em ratos. Assim, é possivel que atoxicidade /n vivo dos extratos, embora nao
tenha sido ensaiada no presente estudo, seja baixa e toleravel. Corrobora para
esta possibilidade o fato de que o AP. sanguineus vem sendo utilizado na
medicina popular por tribos indigenas (Pérez-Silva et al., 1998), inclusive para
tratar ulceracdes na cavidade oral e candidiase oral em bebés (Dias et al.,
2009). Desta forma, o presente estudo mostrou que o fungo P. sanguineus tem
substancias com atividade bioldgica, as quais merecem investigacdo mais

aprofundada em modelos /n vivo e in vitro.
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8. CONCLUSAO

Concluiu-se que foi viavel o isolamento de cepas fungo Pycnoporus
sanguineus da regiao amazonica, sendo possivel produzir extratos destas cepas
fungicas com solventes de diferentes polaridades. Estes extratos apresentaram
concentragoes variadas de ergosterois, ésteres acidos e metilicos, vitamina E
tocoferdis. A citotoxicidade dos extratos sobre cultura de células VERO foi
baixa, sendo dependente da concentragdo do extrato e do tipo de cepa fungica.
Além disso, os extratos mostraram a atividade antimicrobiana contra cepas de

Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.
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