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RESUMO

Os fungos produzem diversas biomoléculas bioativas para sobreviverem na natureza.
Algumas dessas substancias sdo de interesse econdmico, como 0s antibidticos, enzimas,
vitaminas e esteroides. O Fomitopsis € um cogumelo com grande importancia econdmica,
principalmente no continente asiatico, devido a capacidade em produzir substancias
antimicrobianas e enzimas. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana e enzimatica do fungo CBA-452. Uma arvore filogenética foi realizada para
identificar o isolado fungico a nivel de espécie. A atividade antibacteriana foi avaliada atraves
do método de difusdo em disco. As bactérias patogénicas humanas utilizadas foram
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli.
Os extratos do isolado foram obtidos através de particdo liquido-liquido com solventes de
baixa, média e alta polaridade, utilizando hexano, acetato de etila e n-butanol até exaust&o,
respectivamente. Os extratos foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD).
Como reveladores foram utilizados vapores de iodo, cloreto de ferro, cloreto de aluminio,
KOH 10%, dragendorf, DDPH (Difenil-picril-hidrazil), sulfato cério, bourchardt e luz na
regido do ultravioleta (254 e 365 nm). Em seguida, um teste de bioautografia foi realizado
para selecionar as substancias bioativas. Para avaliar o potencial enzimatico, o fungo foi
cultivado em meio amilase e celulase a 28°C, e apds sete dias o halo de degradacgéo
enzimatica formado em volta da col6nia foi revelado com iodo e lugol, respectivamente. A
sequiéncia do isolado fungico teve 99,8% de similaridade com a da espécie Fomitopsis
durescens e seu extrato em acetato de etila apresentou atividade antimicrobiana frente a cepa-
padrdo Staphylococcus aerus. Além disso, demonstrou ser produtor de duas enzimas de
interesse biotecnoldgico, amilase e celulase, com indice enzimatico de 0,52 para atividade
amilolitica e de 1,02 para atividade celulolitica. Apesar das substancias bioativas na
bioautografia ndo terem sido identificadas, o estudo mostrou que Fomitopsis pode ser uma
boa fonte de metabolitos de interesse industrial, sendo necessarios mais estudos sobre esse
género no Brasil.

Palavras-Chave: Basidiomicetos. Bioatividade. Compostos antimicrobianos. Enzimas
hidroliticas.



ABSTRACT

Fungi produce several bioactive bio-molecules to survive in nature. Some species have
economic interests, being source of antibiotics, enzymes, vitamins and steroids. Fomitopsis is
a mushroom of great economic value, mainly in Asian continent, due to its ability to produce
antimicrobial substances and enzymes. The present work aims to evaluate antimicrobial and
enzymatic activities from CBA-452 fungus. A phylogenetic tree was made for identifying
fungal isolate at specie level. Antibacterial activity was evaluated by disc diffusion method.
Human pathogenic bacteria used as test were Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli. Isolated extracts were obtained by
liquid-liquid partition with low, medium and high polar solvents using hexane, ethyl acetate
and n-butanol until exhaustion, respectively. Extracts were analyzed by thin layer
chromatography (CCD). As developers, iodine fume, iron chloride, aluminum chloride, 10%
KOH, dragendorf, DPPH (diphenyl-picrylhydrazyl), cerium sulfate, bourchardt and ultraviolet
light (254 and 365 nm) were used. Then, a bioautography test was performed for selecting
bioactive substances. Enzymatic potential was evaluated cultivating fungus in amylase and
cellulase medium at 28°C, and after seven days of enzymatic degradation a halo was formed
around the colony, being developed through iodine and lugol solution, respectively. Sequence
of fungal isolate had 99.8% of similarity with Fomitopsis durescens specie, and its ethyl
acetate extract presented antimicrobial activity against the standard strain of Staphylococcus
aureus. Thus, it also proved to be a producer of two enzymes of biotechnological interest,
amylase and cellulase, with enzymatic index 0.52 for amylolytic activity and of 1.02 for
cellulolytic activity. Despite there is unidentified bioactive substances in bioautography, this
study showed that Fomitopsis may be a good source of metabolites with industrial interest,
being necessary more studies on this genus in Brazil.

Key-words: Basidiomycetes. Bioactivity. Antimicrobial compounds. Hydrolytic enzymes.
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1. INTRODUCAO

O surgimento de cepas resistentes aos antibidticos tem aumentado a busca por novos
microrganismos produtores de compostos bioativos (COSTELLOE et al., 2010),
principalmente na regido Amazonica devido a grande diversidade de plantas e nichos exoticos
que ainda ndo foram estudados. Os microrganismos sao 6timos produtores de compostos de
interesse biotecnoldgico e de maior demanda na producéo industrial por diversos motivos, tais
como o fato de serem cultivados em grandes escalas, facil manipulagéo e alto rendimento
(DEMAIN et al., 2000). A obtencdo de produtos microbianos leva uma vantagem em relacéo
as substancias quimicas por serem compostos termoestaveis, especificos e apresentarem
estabilidade de pH (AGUIAR et al., 2011; PASTORE et al., 2011; SANTOS et al., 2010).

Os fungos sdo microrganismos amplamente distribuidos na natureza e apresentam um
grande potencial para a producdo de metabolitos secundarios bioativos, devido a sua
necessidade em produzir tais metabolitos para se defender em condicdes naturais (SPECIAN
et al.,, 2014). O primeiro composto fungico descrito com propriedades terapéuticas foi a
penicilina isolada do Penicillium chrysogenun em 1929 (TAKAHASHI e LUCAS, 2008).
Consequentemente, a capacidade de diversas espécies fungicas em produzir compostos que
inibem o crescimento de bactérias de interesse médico é frequentemente relatada na literatura
(PRINCE et al., 2012; WENZEL et al., 2013; PADHI e TAYUNG, 2015).

Os basidiomicetos, conhecidos como cogumelos, sdo uma classe de fungos com
notavel producdo de compostos bioativos (RATHEE et al., 2012). O género Fomitopsis esta
entre 0s basidiomicetos populares utilizados na medicina asiatica. Possui atividade
antioxidante, antitumoral e propriedades anti-inflamatérias (CHOI et al., 2007; LEE et al.,
2007). Além de produzir uma gama de enzimas de interesse biotecnoldgico (PARK et al.,
2015).

Atividade antibacteriana é outra especialidade dos extratos de Fomitopsis referida na
literatura, com atuacdo contra diversas bactérias patogénicas de seres humanos. Nidadavolu et
al., (2011) observaram producdo de metabdlitos secundéarios fortemente ativos por F. feei
contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, causadoras de infecgdo urinaria
e dermatites, respectivamente, entre outras doencas graves. Em outro estudo, 0os compostos
produzidos por F. pinicola tiveram atividade contra a bactéria causadora da intoxicacdo
intestinal, a Bacillus cereus (LIU X-T et al., 2010).
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Basidiomicetos, como todos os outros fungos, ndo sdo organismos fotossintéticos pela
auséncia da clorofila, portanto, ndo podem converter a energia solar para a matéria organica
como em plantas. Assim, eles produzem um leque de enzimas que degradam materiais
lignocelulosicos para o seu crescimento e frutificacdo na natureza (CHANG e BUSWELL,
1996). As espécies de Fomitopsis crescem sobre a madeira e sdo classificadas como fungos
decompositores de madeira. Fungos de decomposicdo de madeira degradam celulose,
hemicelulose e lignina, substratos da parede celular de madeira, secretando celulase,
hemicelulase e ligninase (ISENMANN, 2012), enzimas com diversas aplicacdes tecnologicas.

Estudos observaram produgdo de enzimas ligninoliticas por F. pinicola, como
celulases, lacases e maganés-peroxidases (GU e PARK, 2013; KNEZEVIC et al., 2013;
PARK e PARK, 2014; PARK et al., 2015). Producdo de amilases com consequente
purificacdo de glucoamilase é relatada em F. palustris (YOON, 2006).

Dentro do exposto, o Fomitopsis pode ser promissor na producdo de compostos
antimicrobianos e enzimas extracelulares, sendo uma valiosa fonte para a obtencdo de
biomoléculas com propriedades distintas e variadas. Entretando, o conhecimento sobre as
atividades biol6gicas do Fomitopsis ainda é escasso no Brasil, principalmente na regido norte
do pais, onde séo citadas apenas o F. cupreorosea, F. feei e F. lilacinogilva (GUGLIOTTA et
al., 2015).

Devido ao aparecimento crescente de cepas resistentes as drogas acessiveis e a busca
por novas enzimas mais eficazes, faz-se necessario pesquisas que avaliem a atividade
antibacteriana dos metabdlitos secundarios e atividade enzimatica de microrganismos
pertencentes a regibes pouco exploradas, a fim de buscar novas fontes produtoras de

biomoléculas com potencial para aplicacédo industrial.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kne%C5%BEevi%C4%87%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23612169
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUCAO DE BIOMOLECULAS

Os metabolitos primarios sdo moléculas produzidas durante ou ao final do
metabolismo intermediario de células vivas. Estas biomoléculas tém a finalidade de gerar
energia, desse modo, sdo essenciais para o crescimento celular. Os metabdlitos secundarios
sdo compostos sem nenhuma funcdo no crescimento das células e sdo sintetizados na fase
final de crescimento ou na fase estacionaria (DEMAIN, 2000).

Na natureza, os metabolitos secundarios tém diversas fungdes para o organismo
produtor, como: hormonios, agentes contra bactérias, fungos, parasitas e plantas, efetores de
diferenciacdo e agentes de simbiose (DEMAIN, 1996). Os metabolitos secundarios
produzidos por microrganismos possuem grande importancia na satde e nutricdo humana por
apresentarem atividades biol6gicas variadas, além da sua producdo em massa que aumenta 0
interesse industrial. Os grupos de compostos que se destacam industrialmente sdo o0s
antibidticos, agentes hipocolesterolémicos, imunossupressores, anti-helminticos, agentes
antitumorais, estimuladores de crescimento de plantas e bioinseticidas (DEMAIN e FANG,
1995).

2.1.1 Producao de substancias antimicrobianas

Os antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento
ou causar a morte de bactérias. Sdo classificados como bacteriostaticos, quando inibem o
crescimento bacteriano, ou bactericidas, quando causam a morte das bactérias (PAGE, 2004).
Em ambiente natural, geralmente, esses compostos promovem uma vantagem competitiva
para 0s microrganismos produtores (SPECIAN et al., 2014).

A demonstracdo de Alexander Fleming no século XIX que os compostos produzidos
por fungos eram capazes de impedir a proliferacdo microbiana, incentivou a busca de novos
antibioticos. A prospecgdo em culturas de microrganismos ganhou destaque, principalmente
em fungos e actinobactérias.

Dentre os farmacos de importancia terapéutica para doencas infecciosas, encontra-se a
penicilina, isolada do fungo Penicillium; e a cefalosporina, produzida por Cephalosporium
acremonium (MENEZES et al., 2000; PINTO et al., 2002).
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Os basidiomicetos sdo uma classe de fungos utilizada para fins medicinais no
continente asiatico por varios anos, devido a sua necessidade em produzir compostos
antibacterianos e antifangicos para sobreviver no seu ambiente natural, sendo seus
metabdlitos secundarios foco de bastante estudos (LINDEQUIST et al., 2005).

A literatura relata atividades antimicrobianas in vitro de amplo espectro por
basidiomicetos, como observado no extrato etanolico do cogumelo medicinal Ganoderma
applanatum, onde seus compostos foram capazes de inibir o crescimento tanto de bactérias
gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, como de gram-positivas,
Corynebacterium diphtheriae, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus e Streptococcus pyogenes, causadoras de doencas infecciosas em seres
humanos (SMANIA et al., 1999).

A producdo de compostos antibacterianos é também observada em cogumelos
comestiveis, no caso de Lentinula edodes, seus metabolitos apresentaram atividade contra o
Bacillus subtilis e Escherichia coli em um estudo realizado por Casaril et al., (2011).
Atividades antifungicas, antivirais e antiprotozoarias sdo demonstradas também pelos
basidiomicetos (SMANIA et al., 2003; MOTHANA et al., 2003; AWADH et al., 2003;
BADALYAN et al., 2003).

2.1.1.1 Resisténcia aos antibioticos

A primeira observacdo da resisténcia natural de microrganismos aos antibidticos foi
realizada pelo pesquisador Alexander Fleming ao descobrir a penicilina em 1929 (FLEMING,
1980), descrevendo que bactérias do grupo coli-tiféide e a Pseudomonas aeruginosa ndo eram
inibidas pelo antibidtico. A causa dessa resisténcia foi descoberta em 1940 por Abraham e
Chain, que demonstraram em extratos de Escherichia coli uma enzima capaz de bloquear a
acao da penicilina, a qual foi denominada penicilinase (ABRAHAM, 2003), e posteriormente
de B-lactamase (BERTONCHELI e HORNER, 2008).

O aparecimento da resisténcia aumentou com o uso clinico disseminado de
medicamentos para o tratamento de infec¢des bacterianas e atualmente € uma grande ameaga
para a saude humana. O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (também conhecido
pela sigla MRSA — Methicillin-resistant S. aureus) € uma bactéria que se tornou resistente a

varios antibioticos, primeiro a Penicilina em 1947, e logo depois a Meticilina. Em 2007, nos
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EUA, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) informou que o ndmero de
infecgBes graves causadas por S. aureus resistente & meticilina (MRSA) estava perto de
100.000 por ano, com quase 19.000 mortes relacionadas. Atualmente estd muito propagado,
principalmente em ambientes hospitalares, onde devido a resisténcia crescente, 0 S. aureus
(estafilococo dourado) é chamado de super-bactéria (CDC, 2011). A bactéria S. aureus é
responsavel por muitas infec¢fes hospitalares, comunitérias e intoxicacoes, além de algumas
doencas de importancia veterinaria. Sua viruléncia deve-se a atuacdo das exotoxinas,
enterotoxinas e enterotoxinas, além da infeccdo induzir a ativacdo anormal das células T, e
suprimi a resposta imune (GELATTI e BECKER, 2009; MORK et al., 2010), sendo um dos
principais patégeno humano.

A resisténcia adquirida é referida na maioria das espécies de bactérias, logo, 0s
detalhes dos seus mecanismos de aquisicdo e 0s mecanismos moleculares de sua manifestacao
s&o0 bem conhecidos atualmente (BRECENO et al., 2010; COSTELLOE et al., 2010; SOUZA
et al., 2007). Trata-se de fenbmeno genético, relacionado a microrganismo com genes capazes
de codificar diferentes mecanismos bioquimicos a fim de inibir a acdo das drogas. Pode ser
originada por muta¢des que acontecem no microrganismo durante seu processo de replicacéo,
resultante de erros na copia da sequéncia de bases nitrogenadas do DNA cromossémico,
responsaveis pelo codigo genético; e por transferéncia de genes de resisténcia contidos nesses
microrganismos através dos mecanismos de transducdo, transformacdo e conjugacdo
(AZEVEDO, 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2001), entre os fatores
considerados como causadores do aumento da resisténcia antimicrobiana, estd o uso
inadequado de antibidticos, a escassez de sistemas vigilantes efetivos em cada pais e regido, a
auséncia de legislacdo que permita o controle no mercado de vendas de medicamentos nas
farmacias e o uso prolongado de antibioticos em animais destinados para o0 consumo humano.

A resisténcia das diversas espécies de bactérias aos antimicrobianos é extremamente
variavel entre os paises, regides e a origem das cepas, hospitalar ou comunitaria (KADOSAKI
et al., 2012). De acordo com uma revisdo feita por TAVARES (2000), as bactérias
Staphylococcus, as enterobactérias, a Pseudomonas aeruginosa, 0 Acinetobacter baumannii,
os hemofilos, gonococos, enterococos e pneumococos sdo as que mais se destacam entre 0s
microrganismos que sofreram grandes modificagdes na sensibilidade aos antimicrobianos ao
longo do tempo.

No Brasil, a maioria das cepas isoladas de estafilococos sao resistentes a penicilina G,

ampicilina e amoxicilina, seja em ambiente hospitalar ou na comunidade, ndo sendo mais
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recomendado a utilizacdo destes antibidticos para o tratamento de infecgdes estafilocdcicas
(TAVARES, 2000; SOUZA et al., 2007).

Outra bactéria resistente a penicilina € o Streptococcus pneumoniae, conhecido
também como pneumococo, o principal agente etiolégico da Pneumonia Adquirida na
Comunidade (PAC) em criancas de 5 anos. Os B-lactamicos ainda sdo usados no tratamento
da PAC, porém em alguns paises a prevaléncia de cepas resistentes de S. pneumoniae a esses
antibioticos mostra-se elevada (MARCH, 2013).

Correia et al., (2007) observou que cepas de E. coli e Klebsiella spp., isoladas de
pacientes internados com infec¢do no trato urinario, apresentaram elevada resisténcia a
diversos antibidticos disponiveis, como Amoxicilina, Piperacilina, Cefalotina, Ceftazidima e
as Quinolonas.

As espécies E. coli e K. pneumoniae sdo frequentemente associadas a infeccdes
hospitalares (GISKE et al., 2008). A primeira é bastante conhecida por causar graves
infecgBes em imunocomprometidos, tendo variados sitios, como o pulméo e vias urinérias
(FIGUEIRAL e FARIA, 2015). A E. coli comensal é uma bactéria que faz parte da microbiota
intestinal humana, mas existem seis categorias de E. coli patogénicas que sdo a principal
causa de infeccdo intestinal (SOUZA et al., 2016) e responsavel por mais de 85% dos casos
de infecgdo do trato urinario em comunidade e 50% em hospitais (LOPES et al., 2012).

A busca por novos antibi6ticos é necesséria frente ao aparecimento cada vez maior da
resisténcia bacteriana aos medicamentos empregados, e vem sendo praticada desde o
surgimento da resisténcia, onde varios antibidticos eficazes foram descobertos através de

triagens de produtos naturais microbianos ao longo dos anos (GUIMARAES et al., 2010).

2.1.2 Producdo de enzimas

As enzimas sdo substancias organicas produzidas por células vivas e atuam como
catalisadores de reacfes quimicas. As enzimas possuem alta especificidade em relacdo ao
substrato e grande capacidade catalitica, geralmente tém natureza protéica. S&o ativas,
capazes de executar variadas transformacfes de maneira seletiva e répida, porém essas
substancias sdo sensiveis ao seu ambiente, tendo sua eficiéncia afetada por condicdes fisicas
Ou quimicas, como temperatura, tratamento com &lcool ou variagdes de pH. Portanto, a
atividade enzimatica e relativamente facil de ser regulada através da alteracdo da natureza do
meio de reacdo (PELCZAR Jr. et al., 2012).



17

As enzimas hidroliticas sdo responsaveis por catalisar as reagdes de hidrélise de
diversos substratos e sédo produzidas em grande variedade pelos fungos, como a protease,
hidrolase, carboidrase, amilase e celulase. Algumas delas sdo indispensaveis para o
crescimento e manutencao do organismo em quaisquer condi¢des. A producdo de enzimas
hidroliticas por fungos é bastante explorada, com aplicagdes nas industrias de detergentes,
laticinios, carnes, cosméticos, couro, papel, farmécia, entre outros. Os trabalhos na producédo
de enzimas microbianas continuam em destaque, visto que buscam enzimas com maior

eficacia e adequadas as condi¢des quimicas dos processos (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

2.1.2.1 Amilase

As amilases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise das moléculas de amido para
obter variados tipos de produtos e estdo amplamente distribuidas na natureza por meio de
animais, plantas e microorganismos (WINDISH e MHATRE, 1965). O amido é utilizado
como fonte de carbono por organismos procariotos e eucariotos (PEIXOTO et al., 2003) e
pode ser encontrado em vegetais, como legumes; Granulos de cereais, tais como milho, arroz
e trigo; Tuberculos; Frutas imaturas ou verdes e; Em raizes, como a batata (DERNADIN e
SILVA, 2009). Trata-se de um homopolissacarideo e sua estrutura é composta por cadeias de
amilose e amilopectina. Ambas séo formadas por unidades de glicose e as propor¢fes em que
aparecem diferem de acordo com a fonte botanica (Figura 1) (ELIASSON, 2004).

Amilose:
OH OH OH OH
o o] {0} —0
OH y OH OH OH
N0 N 0| N © \_( o
OH OH OH OH

Amilopectina:
CH,OH
*O

Figura 1: Estrutura dos polimeros amilose e amilopectina que constituem o amido. (Fonte:
http://www.infoescola.com)


http://www.infoescola.com/
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As amilases podem ser divididas em endoamilases e exoamilases. As endoamilases
catalisam a hidrélise na parte interna do amido, gerando como produto final oligossacarideos
e ramificacbes com variado tamanho de cadeia. As exoamilases atuam nas extremidades nédo
redutoras que resulta em produtos finais curtos (SUNDARRAM e MURTHY, 2014). Essas
enzimas tém uma grande relevancia biotecnolédgica, com diversas aplicabilidades no meio
industrial, como nos setores de alimentos, produtos farmacéuticos, panificacdo, téxtil,
detergentes, cervejas, liquefacdo, etc (GUPTA et al., 2003; SIVARAMAKRISHNAN et al.,
2006).

Embora as amilases possam ser derivadas de vérias fontes, as enzimas microbianas
geralmente satisfazem as exigéncias industriais, devido aos microrganismos apresentarem
uma producdo em larga escala e facil manipulacdo (HITESHI e GUPTA, 2014), sendo as
aplicacdes nos setores industriais comandadas por enzimas de fontes fingicas e bacterianas.
As amilases fungicas sdo limitadas a isolados do solo, que incluem fungos filamentosos,
Aspergillus oryzae e Penicillium fellutanum; basidiomicetos, Pycnoporus sanguineus; e
leveduras, Streptomyces rimosus (SUNDARRAM e MURTHY, 2014).

2.1.2.2 Celulases

A celulose é um biopolimero composto por varias unidades de glicose conectadas
entre si por ligacGes quimicas (Figura 2). Trata-se da substancia organica de renovagdo mais
abundante na natureza e a sua degradacdo por microrganismo € a maior fonte de carbono para
0 solo (LYNCH et al., 1981). As celulases sdo enzimas capazes de hidrolisar a molécula de
celulose através do rompimento das ligagdes glicosidicas de suas microfibrilas. A reacdo
resulta na liberacdo de oligossacarideos, celobiose e glicose (DILLON, 2004).

CH \ OH
HO OH,
HO O/ HO
OH OH n OH
celulose

Figura 2: Estrutura da celulose. (Fonte: FERREIRA et al., 2009)
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A classificacdo das celulases abrange trés grupos, denominados de acordo com seu
local de atuacdo no substrato celulésico, as endoglucanase, exoglucanase e beta-glucosidase.
As endoglucanases atuam na regido interna da fibra de celulose e tem como produto final os
oligossacarideos. As exoglucanases agem na regido externa da fibra celuldsica e liberam
unidades livres de glicose ou celobiose. As beta-glucosidases hidrolisam a celobiose e resulta
na liberacéo de glicose (LYND et al., 2002).

As celulases séo de fundamental importancia para a eficiente bioconverséao de residuos
de plantas, e elas sdo promissoras pela grande variedade de aplica¢fes biotecnologicas, com
utilizacdo nas industrias de detergente, alimentos, papel, téxtil e polpa de celulose
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004). Além de participar nos processos de reciclagem e
principalmente na producéo de etanol de segunda geracdo (MACIEL, 2016).

Fungos filamentosos, especialmente os basidiomicetos, sdo eficientes degradadores de
biopolimeros de paredes de plantas devido a producdo de uma bateria de enzimas
extracelulares, como celulases. Portanto, a producdo dessa enzima esta disseminada entre 0s
fungos e incluem espécies de ascomicetes, como Trichoderma reesei, Aspergillus niger e
Penicillium decumbens (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; ZUNIGA et al., 2011; LIU et al.,
2011); basidiomicetos, tais como Lentinula edodes, Ganoderma lucidum, Fomitopsis pinicola
(CARVALHO et al., 2011; NUNES et al 2015; PARK et al., 2015); e poucas espécies
anaerdbicas, Orpinomyces (LI, 2004).

O aproveitamento da biomassa vegetal residual como fonte de energia renovéavel
diminui uma parte da utilizacdo de combustiveis fdsseis, que tém contribuido para impactos
negativos no meio ambiente. O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-aglcar e
derivados, 0 que torna o processo de producdo de etanol mais viavel. O etanol ja é produzido
no pais, e 0 processo € integrado a producédo do agucar, diminuindo assim os custos de ambos
0S processos, principalmente com o uso de enzimas celuloliticas (CAMARGO, 2007),
portanto, é importante descobrir micro-organismos que efetivamente secretem estas enzimas

no metabolismo primario.

2.2 Fomitopsis P. KARST

O Fomitopsis € um género proposto por P. Karsten em 1881, pertencente a classe
Agaricomycetes (KIRK et al., 2008). Apesar da maioria das suas espécies serem encontradas

nas zonas boreais e temperadas, esse macrofungo é considerado cosmopolita. O Fomitopsis



20

causa uma podriddo marrom parda, ou cibica em coniferas vivas ou mortas e folhosas. Além
de apresentar basidiocarpos perenes ou raramente anuais, caracterizados pela superficie poros
branco a rosado (Figura 3); e basidiosporo subgloboso, cilindrico, hialino e liso
(RYVARDEN e GILBERTSON, 1993).

Figura 3: Basidiocarpo de Fomitopsis pinicola. (Fonte: http://mykoweb.com)

A cultura do Fomitopsis é definida por seu aspecto aveludado ou cotonoso (algodéo) e
coloracdo branca, raramente pigmentada (Figura 4), com crescimento por toda a superficie da
placa apds aproximadamente quatorze dias (VELAZQUEZ, 1985).

Figura 4: Cultura de Fomitopsis feei. (Fonte: NIDADAVOLU et al., 2012)

Os compostos produzidos por Fomitopsis apresentam diversas propriedades
bioldgicas, que incluem atividades antioxidantes, antitumorais (CHOI et al., 2007), anti-
inflamatorias (LEE et al., 2007) e antimicrobianas (GULER et al., 2009).


http://mykoweb.com/
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Nidadavolu et al., (2011) demonstrou a capacidade dos metabolitos secundarios
produzidos por F. feei de inibir véarias bactérias patogénicas humanas, como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes, Microcococcus luteus e Proteus mirabilis.
Portanto, algumas substancias bioativas ja foram isoladas das espécies de Fomitopsis, como
0s compostos acido 3a-acetiloxilanosta-8,24-dien-21-oico e acido piloporénico isolados do F.
pinicola, os quais apresentaram atividade contra Bacillus subtilis (KELLER et al., 1996).
Posteriormente, foi isolado outros compostos do extrato de F. rosea pertecentes a classe
triterpendide que mostraram ser ativos contra a bactéria S.aureus (POPOVA et al., 2009).

Hwang et al.,, (2013) isolou quatro cumarinas cloradas com atividade contra
Mycobacterium tuberculosis, sdo: 1. 6-cloro-4-fenil-2H-cromen-2-ona; 2. 6-Cloro-2-oxo0-4-
fenil-2H-cromeno-3-carboxilato de etilo; 3. 7-Cloro-4-fenil-2H-cromen-2-ona; 4. 7-Cloro-2-

oxo-4-fenil-2H-cromeno-3-carboxilato de etilo, todas do fungo F. officinalis (Figura 5).

Figura 5: Forma estrutural dos compostos cumarinas isoladas do Fomitopsis officinalis. (1) 6-cloro-4-fenil-2H-
cromen-2-ona; (2) 6-Cloro-2-oxo-4-fenil-2H-cromeno-3-carboxilato de etilo; (3) 7-Cloro-4-fenil-2H-cromen-2-
ona; (4) 7-Cloro-2-oxo0-4-fenil-2H-cromeno-3-carboxilato de etilo. (Fonte: HWANG et al., 2013)

Além dos compostos antimicrobianos, o Fomitopsis estd entre os fungos destacados
pela producdo de enzimas de interesse industrial (KUHAD e SINGH, 2013). O isolado
Fomitopsis sp. RCK2010 demonstrou ser um bom produtor de celulases distintas em testes
sob fermentacdo em estado solido, com producdo aumentada de carboximetilcelulase ¢ f-
glucosidase quando utilizado farelo de trigo e ureia, como fonte de carbono e nitrogénio,

respectivamente (DESWAL et al., 2011). Em contrapartida, a producdo de [-glucosidase e
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endoglucanase por F. pinicola foi observada utilizando como substrato o carboximetilcelulose
(CMC) (PARK et al., 2015).

O grupo de Yoon (2006), por meio da engenharia genética, purificaram a
glucoamilase, um tipo de amilase, a partir do F. palustris. Estes resultados sugerem que o
Fomitopsis pode produzir uma variedade de enzimas extracelulares, incluindo celulase e
amilase.

Estudos sobre os metabdlitos produzidos por fungo sdo necessarios para predizer a (S)
substancia (s) responsavel (is) por promover atividades biologicas e, assim, aumentar a
possibilidade de encontrar novos produtos para 0 mercado industrial.

O conhecimento sobre Fomitopsis ainda € escasso no Brasil e apenas seis espécies sdo
citadas no pais: F. cupreorosea, F. feei, F. lilacinogilva, F. meliae (Underw.) Gilb, F.nivosa
(Berk.) Gilb. & Ryvarden e F. rosea (Alb. & Schwein.) P. Karst, como ilustrado na Figura 6
(GUGLIOTTA et al. 2015).

F. feei

F. lilacinogilva
e F. cupreorosea
« F. meliage

e F.nivosa

F. rosea

Figura 6: Distribuicdo geogréfica das espécies do Fomitopsis no Brasil.

Na Amazonia brasileira sdo relatadas as espécies F. lilacinogilva, F. feei, sendo a
ultima também encontrada no estado de Pernambuco e no semi-arido brasileiro. O F.
cupreorosea foi encontrado nos estados do Amazonas, Pard e Pernambuco, enquanto a
espéecie F. nivosa é encontrada no semi-arido brasileiro, Nordeste do Brasil e o estado do
Acre, Rondonia e Roraima (GOMES-SILVA et al. 2015). Dessa maneira, no Brasil existem
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poucos estudos sobre as atividades bioldgicas desse fungo com grande importancia
biotecnoldgica em outros paises.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos metabolitos produzidos pelo fungo
Fomitopsis CBA-452 isolado da regido amazonica, e o potencial de producdo enzimatica

deste isolado.
3.1 Objetivos Especificos

e Identificar o fungo CBA-452 a partir de sua morfologia e por técnicas moleculares;
e Analisar os extratos dos metabolitos do fungo CBA-452 visando separar as
substancias bioativas;

e Avaliar a atividade enzimética in vitro do isolado CBA-452.
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CAPITULO |

Atividade antimicrobiana e enzimatica do fungo Fomitopsis sp.
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Atividade antimicrobiana e enzimatica do fungo Fomitopsis sp.

CHAVES, J.Vt; PROCOPIO, R.E.L!

(1) Universidade do Estado do Amazonas

Resumo

Devido a potencialidade dos cogumelos como produtores de compostos
antimicrobianos e enzimas de interesse biotecnoldgico, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e enzimética do Fomitopsis CBA-452. Uma arvore
filogenética foi realizada para identificar o isolado fungico a nivel de espécie. Os extratos do
isolado foram obtidos através de particdo liquido-liquido com hexano, acetato de etila e n-
butanol. Para a avaliacdo da atividade antibacteriana desses extratos, foi realizado o método
de difusdo em disco contra as bactérias patogénicas humanas Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Os extratos bioativos
foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) e utilizou-se reveladores
quimicos para identificar as substancias presentes nos extratos. Em seguida, um teste de
bioautografia foi realizado para selecionar as substancias bioativas. O potencial enzimatico foi
avaliado para a producdo de amilase e celulase pela formacdo de halo de degradacédo de seus
respectivos substratos em meio minimo. A sequéncia do isolado fingico teve 99,8% de
similaridade com a da espécie Fomitopsis durescens e seu extrato em acetato de etila
apresentou atividade antimicrobiana frente a cepa- padrdo Staphylococcus aerus. O fungo
estudado também demonstrou ser produtor de amilase e celulase com indice enzimatico de
0,52 para producdo amilolitica e de 1,02 para producdo celulolitica. Apesar das substancias
bioativas na bioautografia ndo terem sido identificadas, o estudo mostrou que o Fomitopsis
pode ser uma boa fonte de metabolitos de interesse industrial.

Palavras-Chave: Basidiomicetos. Bioatividade. Compostos antimicrobianos. Enzimas
hidroliticas.
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1. INTRODUCAO

O surgimento crescente da resisténcia bacteriana aos medicamentos acessiveis e a
busca por enzimas mais eficazes aumentam a necessidade da procura por novas fontes
promissoras de biomoléculas na natureza. Os basidiomicetos, conhecidos como cogumelos,
produzem compostos antibacterianos e antifingicos para sobreviver em condic¢Ges naturais,
sendo utilizados por anos na medicina asiatica (SHARMA et al., 2014). Além disso, esses
macrofungos, como todos os outros fungos, ndo sdo organismos fotossintéticos, logo,
produzem um leque de enzimas que degradam materiais lignoceluldsicos presentes na
madeira para o seu crescimento e frutificacdo (CHANG e BUSWELL, 1996).

O Fomitopsis é um basidiomiceto com propriedades antioxidantes, antitumorais, anti-
inflamatdrias e antimicrobianas (CHOI et al., 2007; LEE et al., 2007; GULER et al., 2009).
Suas espécies crescem sobre a madeira e sdo classificadas como fungos decompositores de
madeira. Portanto, degradam substratos da parede celular da madeira para o seu crescimento,
com consequente secrecdo de celulase, hemicelulase e ligninase (ISENMANN, 2012),
enzimas de interesse biotecnologico.

Sendo assim, as espécies do Fomitopsis tém grande capacidade em produzir
substancias antibacterianas e enzimas extracelulares. Nidadavolu et al., (2011) observou
producdo de metabdlitos secundarios fortemente ativos por F. feei contra as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, causadoras de infeccdo urinéria e dermatites,
respectivamente, entre outras doengas graves. Em outro estudo, os compostos produzidos por
F. pinicola tiveram atividade contra a bactéria causadora da intoxicag&o intestinal, a Bacillus
cereus (LIU X-T et al., 2010).

Em relacdo a atividade enzimatica, estudos observaram producédo de celulases, lacases
e maganés-peroxidases (GU e PARK, 2013; KNEZEVIC et al., 2013; PARK e PARK, 2014;
PARK et al., 2015) por F. pinicola. Producdo de amilases com consequente purificacdo de
glucoamilase foi relatada em F. palustris (YOON, 2006).

Dentro do exposto, o Fomitopsis pode ser promissor como produtor de compostos
antimicrobianos e enzimas extracelulares, sendo uma valiosa fonte para a obtencdo de
biomoléculas com propriedades distintas e variadas. Entretando, o conhecimento sobre as

atividades biologicas do Fomitopsis ainda é escasso no Brasil, principalmente na regido norte
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do pais, onde sdo citadas apenas o F. cupreorosea, F. feei e F. lilacinogilva (GUGLIOTTA et
al. 2015).

Pesquisas que avaliem a atividade antibacteriana dos metabdlitos secundarios e
atividade enzimatica de microrganismos pertencentes as regides pouco exploradas sdo
necessarias para encontrar novas fontes produtoras de biomoléculas com potencial para

aplicacdo industrial.

2. MATERIAIS E METODOS

Os bioensaios foram realizados na Escola Superior de Ciéncias da Saude da Universidade
do Estado do Amazonas e os testes cromatograficos efetuados no Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia.

2.1 Material Bioldgico

O presente trabalho tem como base experimentos preliminares efetuados no Centro de
Biotecnologia da Amazénia (CBA), onde foi realizado o isolamento de fungos do solo da
cidade de Manaus, Amazonas, e testado a bioatividade dos mesmos. Entre os isolados, o
fungo CBA-452 apresentou atividade antimicrobiana e foi identificado previamente como
pertencente ao género Fomitopsis, sendo depositado na Colecdo de Culturas do CBA. Este
trabalho teve a intencdo de realizar novos testes com este fungo e melhorar a sua
identificacéo.

As bactérias utilizadas para os ensaios de antibiose, e que sdo recomendadas para 0s testes
de susceptibilidade a antibi6ticos, foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603

2.3 Caracterizagdo morfologica e molecular

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada por meio da anélise do aspecto, coloragéo e
textura da col6nia. Essa observacao foi feita com o fungo cultivado no meio Batata- Dextrose-
Agar (200 g L™ de batata, 20 g L™ de dextrose e 15 g L™ agar) por 10 dias a 28°C (NOBLES,
1948 adaptado).
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A caracterizagdo molecular foi realizada com a extracdo do DNA, seguida pela
amplificacdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer). Para extracdo de DNA, o fungo foi
crescido em meio liquido Extrato de Malte por agitacdo durante 7 dias a 28°C a 150 rpm. Em
sequida, o micélio foi filtrado com papel filtro e posteriormente macerado e realizada a
extracdo do DNA total, segundo o protocolo do kit NucleoSpin®Tissue (Macherey-Nagel). O
DNA foi estocado a -20 °C.

Os fragmentos do gene do DNA foram amplificados a partir do DNA gendmico pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando as regides nédo codificadoras ITS-1 e ITS-4,
bem como a regido 5.8S do DNA ribossomal. Os primers universais utilizados foram ITS-1
(5"-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) e ITS-4 (5°- 39 TCCTCCGCTTATTGATATGC)
(RISTAINO et al, 1998). Posteriormente, os produtos de PCR obtidos foram purificados com
kits PureLink (Invitrogen), em seguida, sequenciados.

Para o sequenciamento do DNA foi utilizado o kit Big Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Life Technologies). O volume total das reacdes foi de 20 pL (4
puL de Ready Reaction Premix 2.5X, 2 pL de BigDye, Sequencing Buffer 5X, 3,2 pmol de
primer, 4 ng DNA, e agua Milli-Q).

As sequéncias obtidas foram analisadas através do programa SeqManTM Il (DNA
Star Inc.). Foram utilizadas as sequéncias com padrdo de qualidade phred maior que 20. O
arquivo no formato FASTA foi avaliado através de um “script” computacional, que separa as
sequencias FASTA de melhor qualidade e maior tamanho de pares de bases (pb). Para o
agrupamento das sequencias utilizou-se o programa CAP3. As comparagdes dos arquivos
foram realizadas com banco de dados do GenBank (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
utilizando o programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., 1997),
configurado na opgdo “blastn”. Para a construcdo da filogenia foi utilizado software CLC

Sequence Viewer 7 (http://www.clcbio.com/).

2.4 Obtencdo dos metabolitos secundéarios do fungo

2.4. 1 Preparacao do inoculo

O isolado CBA-452 foi semeado em meio BDA e incubado em estufa a 28°C por 14
dias. O conteudo de toda a placa com o fungo crescido foi adicionado em 150 mL de meio

liquido BD (Batata-Dextrose) e incubado por 28 dias a 28°C. Apds incubacéo, o micélio foi
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separado do meio liquido por filtracdo em papel de filtro para a obtencdo do extrato aquoso, o
qual foi submetido a particdo liquido-liquido (CARVALHO, 2011 adaptado).

2.4. 2 Particao Liquido-Liquido

O extrato aquoso foi submetido a particdo liquido-liquido com solventes de baixa,
média e alta polaridade, utilizando hexano, acetato de etila e n-butanol (1:1), nesta ordem, e
entdo cada produto extraido foi concentrado a um volume minimo de 50 mL em evaporador
rotatorio sob pressdo reduzida em banho-maria a 50°C durante 10 minutos. Em seguida, o
volume obtido foi congelado durante 24h e posteriormente liofilizado por 72h. (CECHINEL-
FILHO; YUNES, 1998 adaptado, CARVALHO, 2011 adaptado).

2.5 Avaliagdo da atividade antibacteriana dos extratos do fungo

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos em hexano, acetato de etila e n-
butanol do isolado CBA-452 foi avaliada através de um ensaio biolégico qualitativo, o
método de difusdo em disco (NCCLS, 2003).

As bactérias utilizadas no método foram cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella

pneumoniae ATCC 700603, as quais sdo indicadas para testes de antibidticos.

2.5.1 Método de difusdo em disco

Para os testes de antibiose, as bactérias indicadoras foram reativadas em placas
contendo meio Triptona de Soja Agar (TSA) durante 24 horas. Em seguida, cultivadas em
meio liquido TSB e incubadas a 37°C com agitacdo de 160 rpm por 24 horas. Estes
microrganismos foram diluidos com solugdo salina 0,85 %, conforme padroniza¢do com o
tubo 0,5 da escala de McFarland (0,05 mL de cloreto de bario a 1,0 % + 9,95 mL de acido
sulfirico a 1,0 %), equivalendo a 108 UFC/mL.

As bactérias padronizadas foram inoculadas com auxilio de um swab estéril, por toda a
placa de petri, contendo o meio Agar Miieller-Hinton. Os extratos de hexano, acetato de etila

e n-butanol foram diluidos com etanol. Discos de papel de 6 mm foram colocados em
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microtubos contendo 100 pL do extrato metabdlico para melhor absorcdo, em seguida,
posicionados na parte central de cada placa semeada. Posteriormente, as placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para realizacdo da medi¢do do diametro dos halos de
inibicdo com régua de precisdo (OSTROSKY et al. 2008). A gentamicina foi utilizada como
medicamento padrdo e como controle negativo o etanol. Os bioensaios foram realizados em

duplicata.

2.6 Cromatografia em Camada Delgada e Bioautografia

Os extratos fungicos que se mostraram bioativos foram analisados por cromatografia
em camada delgada (CCD), com cromatoplacas de silica em suporte de aluminio (20 x 20 cm
— Marca: Macherey-Nagel). Como reveladores foram utilizados vapores de iodo, anisaldeido,
cloreto de ferro, cloreto de aluminio, KOH 10%, dragendorf, DPPH (2,2- difenil-1-picril-
hidrazila), sulfato cério, bourchardt e luz na regido do ultravioleta nos comprimentos de onda
de 254 e 365 nm (TANANTA et al., 2012). Em seguida, um teste de bioautografia foi
realizado para selecionar as substancias bioativas, onde a cromatoplaca foi inserida em uma
placa de petri recoberta com Agar Miieller-Hinton. As bactérias indicadoras foram inoculadas
sobre a superficie do agar e depois as placas semeadas foram incubadas em estufa a 37°C por
24 horas para realizacdo da leitura do didmetro dos halos de inibicdo através da adicdo do
corante revelador INT (Cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazélio)
(SOUZA et al., 2007).

2.7 Avaliacao do potencial enzimatico do fungo

Para avaliar o potencial enziméatico do isolado CBA-452, utilizou-se o método
qualitativo que consiste em cultivar o fungo em meios especificos para producdo de cada
enzima e avaliar o halo produzido (DINGLE et al., 1953).

O fungo foi cultivado em meio BDA por 14 dias a 28°C. Ap0s o crescimento, o fungo
foi repicado para o centro das placas contendo os meios especificos para cada enzima. Foram
feitas trés repeticdes (por enzima) e as placas foram incubadas a 28°C durante sete dias. Apés

esse periodo, as placas cultivadas foram reveladas para a visualizagdo do halo.
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2.7.1 Teste enzimatico para amilases

O meio de cultura para avaliar a atividade de amilases foi Agar-amido (10 g L™ de
amido; agar 18 g L™; 50 mL de tampéo citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0). O amido e o &gar
foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada, depois adicionado 50 mL do tampéo citrato-
fosfato 0,1 M (ph 5,0) na solugdo e homogeneizado. Em seguida, o meio de cultura foi
esterilizado.

A solucgéo de iodo (0,89 g de cristal de iodo e 40 mL de &gua destilada) foi utilizada
para a revelacdo das placas, ap6s o periodo de incubacdo. A atividade amilolitica positiva foi

detectada pela formacao de um halo claro ao redor do fungo.

2.7.2 Teste enzimatico para celulases

Para avaliar a atividade de celulases, utilizou-se Agar-CMC (10 g L™* de CMC; 18g L™
de agar; 50 mL de tampdo acetato de sédio 0,1 M ph, 5,0). A Carboximetilcelulose (CMC)
foi dissolvida em 100 mL de &gua destilada com 50 mL do tampéo acetato de sédio 0,1 M
(pH 5,0) e, posteriormente, adicionado 0 agar na mistura até sua homegenizacdo. O meio de
cultura foi esterilizado.

O lugol foi utilizado como solucdo reveladora para a verificagdo da atividade
celulolitica. A reacdo enzimatica foi identificada pela formacdo de um halo translicido em

volta do fungo, ap6s a adicao do lugol.

2.6.3 Determinacdo da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica foi efetuada de acordo com a metodologia
descrita por HANKIN e ANAGNOSTAKIS (1975), por meio do indice enzimético, o qual foi
determinado atraves da divis@o do diametro do halo de degradacdo em mm pelo didmetro da

colénia em mm, formando a seguinte férmula:

Diametro do halo de degradacao
IE =

Diametro da coldnia
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Sugere-se a producdo de enzima de interesse se o indice enziméatico for maior do que
1,0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo taxondmica do fungo

As andlises das caracteristicas micro-morfologicas, utilizada para a identificacdo
taxonémica do fungo CBA-452 pelo presente trabalho, foi insuficiente para a identificacdo do
género, devido a ndo esporulagdo. A colbnia do fungo apresentou aspecto cotonoso e
coloracdo branca (Figura 1), com crescimento em toda a superficie do agar apds onze dias da

inoculacéo.

Figura 1: Cultura do fungo CBA-452 em meio Batata-Dextrose-Agar

Outro trabalho realizado pelo Nidadavolu et al., (2012), observou caracteristicas
similares da coldnia de F. feei cultivado em meio extrato de malte.

Em relagdo & identificacdo molecular, a partir do DNA extraido do fungo em estudo,
foi possivel amplificar (Figura 2) e sequenciar a regido ITS do rDNA desse microrganismo de
aproximadamente 570pb. A seqliéncia obtida apresentou boa qualidade, sem a presenca de N,
como pode ser visto no quadro 1.



- 600 pb

Quadro 1: Sequéncia de DNA da regido ETS do fungo CBA 452.
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Figura 2: Produto de PCR do fungo CBA-452 em gel de agarose 1%.

GGGCGGCATGTGCACGCCCTGATCACTATCCATCTATACACCTGTGCACACACTGTAGGTTGGCTTGTGATTGGAGCCACGGTCTTCATTGA
CTTTGCTCTGGTTGGAGGCCCTCCTATGTATTATCACAAACTACTTCAGTTTAAAGAATGTACTCTTGCGTCTAACGCATTTGAATACAACT
TTCARCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGAATTCTCAACTCTATTTGCTTTTGTGAATAG
AGCTTGGATTTGGAGGTTTTATTGCTGGTACTTGTGATCGGCTCCTCTTGAATGCATTARCTCGAACCTTTGCGGATCAGCTATCGGTGTGA
TAATTGTCTACGCCGTTGCAGTGAAGCATATCAATGGGCTCGGCTTCCAATCGTCCTTTACTGGACAATGACTTTGACCTTTGACCTCAAAT
CAGGTAGGATTACCCGCTGAACTTA

A sequéncia foi alinhada com auxilio da ferramenta BLAST e comparada com outras

sequéncias do GenBank, sendo estas linhagens padrdes e descritas na literatura (Tabela 1),

onde apresentou similaridade com o género Fomitopsis.

Tabela 1: Linhagens do género Fomitopsis similares a sequéncia do fungo CBA-452

GenBank © Isolados Referéncias

KF937293.1 F. durescens 4215 HAN et al., 2014

FJ372684.1 F. ostreiformis BCC23382 RUNGJINDAMAI et al., 2008
AJ608951.1 Fomitopsis sp. FFI 143 SABEV et al., 2006
KC585352.1 F. palustris MS 48 ORTIZ-SANTANA et al., 2013
DQ491404.1 F. palustris CBS 283.65 KIM et al., 2007

EU015881.1 Fomitopsis sp. IMER2 XIONG et al., 2007

A arvore filogenética, apresentada na figura 3, mostrou que o fungo CBA-452

apresenta maior similaridade (99,8%) com o fungo da espécie Fomitopsis durescens.
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F. durescens 4215 (KF937293.1)

CBA-452

F. ostreiformis BCC23382 (FJ372684.1)

Fomitopsis sp. FFI 143 (AJ608951.1)

F. palustris M548 (KC585352.1)

F. palustris CBS 283.65 (DQ491404.1)

Fomitopsis sp. IMER2 (EU015881.1)
0,004

Figura 3: Arvore filogenética da seqiiéncia do Fomitopsis sp. CBA-452

Nenhum estudo publicado relatou o aparecimento dessa espécie na regido amazonica,
logo, suas exigéncias nutricionais sdo desconhecidas neste ambiente. Essa espécie ja foi
encontrada em regides da América do Norte (GRAND e VERNIA, 2006), mas pouco se tem
conhecimento sobre suas propriedades bioldgicas. Outros testes moleculares mais detalhados

sd0 necessarios para a confirmacdo da espécie do fungo estudado.

3.2 Determinagéo da atividade antibacteriana dos extratos do fungo

Observou-se que o isolado Fomitopsis sp. CBA-452 apresentou capacidade de inibir o
crescimento da bactéria S. aureus ATCC 25923. A formacdo do halo de inibicdo do extrato
fangico de acetato de etila sugeriu que o isolado tem potencial para ser utilizado como
antibidtico (Figura 4). Os basidiomicetos precisam inibir microrganismos que competiriam
pelos mesmos nutrientes no ambiente natural, portanto, produzem substancias
antimicrobianas para a sua sobrevivéncia (LINDEQUIST et al., 2005). Os extratos hexanico e

butilico ndo apresentaram atividade contra nenhuma das bactérias indicadoras testadas.
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Figura 4: Atividade antimicrobiana do extrato acetato de etila do fungo Fomitopsis sp. frente a S. aureus ATCC
25923.

Os dados obtidos condizem com os encontrados por Dresh et al., (2015), que relatou
em extratos etandicos de F. pinicola, uma boa bioatividade em gram-positivas com
concentracdo inibitria minima (CIM) de 31-125pugmL™' contra B. subtilis e de 31-
500 ug mL™" contra S. aureus, e nenhuma inibicdo nas gram-negativas testadas, E. coli e P.
aeruginosa. Assim como o estudo efetuado por Bala et al., (2012), onde os extratos de F.
lilacinogilva mostraram-se ativos também apenas contra a gram-positiva Bacillus cereus.
Esses resultados podem indicar que os compostos bioativos das espécies desse fungo tém
mecanismo de a¢do maior contra bactérias gram-positivas.

Entretanto, apenas o extrato em acetato de etila do isolado estudado mostrou atividade
bacteriana entre os extratos testados. Trata-se de um solvente de média polaridade, separando
diferentes grupos de metabdlitos por meio da sua polaridade. Wenzell et al., (2013) relacionou
a atividade de extratos de fungos endofiticos em acetato de etila a certos grupos de compostos
fenolicos que sdo melhores extraidos por esse solvente. Dentre os compostos fendlicos
encontram-se estruturas derivadas de cumarina e as que fazem parte de alcaldides, terpendides
e proteinas (PROENCA DA CUNHA et al., 2003).

O isolamento de triterpenos ja foi possivel com fracionamento utilizando o acetato de
etila em um Basidiomycete conhecido como Gasteromycete, que apresentaram acdo
antimicrobiana (ANTONIOLLI et al., 2013). Contudo, Yoshikawa et al., (2005) isolou
triterpendides lanostane e terpenos glicosideos do extrato etandico do corpo frutifero de F.
pinicola, mas ndo demonstraram atividade antimicrobiana.



37

O extrato em acetato de etila do fungo estudado apresentou didmetro de zona de

inibicdo inferior & encontrada no controle positivo para S. aureus (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos de hexano (HEX), butanol (BUT) e acetato de etila
(AC/ET) do fungo Fomitopsis sp.

BACTERIAS INDICADORAS HALO DE INIBICAO (mm)
C() C(+) HEX AC/ET  BUT
S. aureus ATCC 25923 - 24 - 10 -
S. pneumoniae ATCC 49619 - 20 - - -
E. coli ATCC 25922 - 21,5 - - -
K. pneumoniae ATCC 700603 - 16 - - -

1. (C) - Controle negativo

2. (C) + Controle positivo

3. (-) indica auséncia de halo

4. Os valores dos halos indicados na tabela correspondem a média de trés repetigdes.

A baixa atividade antibidtica do Fomitopsis CBA-452 pode ser devido a auséncia de
estresse encontrado em condi¢Ges naturais ou fatores que potencializem a producdo de
biomoléculas bioativas in vitro.

Uma comparacdo entre cepas de Fomitopsis isoladas de diferentes coniferas constatou
gue a producdo qualitativa e quantitativa de metabdlitos secundarios e sua bioatividade
diferem entre cepas da mesma linhagem, sugerindo-se que o substrato pode influenciar na
producdo de metabolitos (DRESH et al., 2015).

Outro influente na bioatividade microbiana sdo os meios de cultura. RAMOS (2008)
observou melhor atividade antimicrobiana em extrato acetato etilico, de um fungo endofitico
quando cultivado no meio Czapek, e aumento da atividade ao ser utilizada sacarose como
fonte de carbono e nitrato de sddio como fonte de nitrogénio.

Diferentes autores relatam que a producdo de antibi6ticos esteja ndo somente
relacionada aos constituintes do meio de cultura, como também tempo de incubacao,
velocidade da agitacdo, temperatura, pH e nutrientes (FATIMA et al., 2016;
BALAKUMARAN et al. 2016; PFEFFERLE et al., 2000; ARORA et al., 2016).

E importante ressaltar que o resultado positivo do medicamento padrdo demonstra a
eficacia do método e a auséncia de positividade do controle negativo, sugere que o etanol nao
interferiu no teste. Sendo assim, é necessario mais estudos sobre a otimizacdo de condigdes de

cultivo de basidiomicetos isolados na Amazbnia, para melhor compreensdo das suas
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exigéncias biologicas, e aumentar a similaridade das técnicas in vitro com as condigdes

naturais.

3.3 Andlise do extrato fungico bioativo em cromatografia em camada delgada e
bioautografia

A analise em CCD do extrato de acetato de etila com os reveladores quimicos
possibilitou indicar a possivel presenca de terpenos e esteroides quando reveladas com
anisaldeido, apresentando manchas de cor violeta ou lilas e cor cinza quando reveladas com
sulfato cérico (JORK et al., 1990). A revelacdo por vapores de iodo confirmou a presenca de
compostos insaturados (WALL, 2005). Além disso, o revelador DDPH sugeriu a presenca de
compostos fendlicos com a mudanca de cor de violeta para um amarelo (BANERJEE e
DASGUPTA, 2005) e observada a intensificacdo de algumas manchas quando adicionado o
cloreto de aluminio seguido de submissdo a UV no comprimento de onda 365nm (Figura 5).

Figura 5: Cromatoplacas do extrato fingico de acetato de etila reveladas com UV 254nm (1) e 365nm (2),
anisaldeido (3), sulfato cérico (4), iodo (5), DPPH (6) e cloreto de aluminio (7).

Os resultados encontrados sugerem varios compostos insaturados presentes no extrato
fungico com acetato de etila e alguns descritos na literatura como sendo bioativos. A classe de
terpenos ou terpendides foi identificada nas espécies de Fomitopsis em outros estudos. Liu X-
T et al., (2010), demonstrou a bioatividade dos compostos triterpendides lanostane e
esterdides através do método de difusdo em disco, ambos isolados do extrato bruto de F.
pinicola e com capacidade de inibir o crescimento de Bacillus cereus. Ademais, diversos tipos

de cumarinas ja foram isoladas do extrato etandico de F. officinalis e, apesar do espectro de
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acao limitado da atividade antibacteriana, tiveram agdo contra a Mycobacterium tuberculosis
(HWANG et al., 2013).

Embora tenha sido demonstrada atividade antimicrobiana contra S. aureus pelo
método de difusdo em &gar, ndo houve inibicdo de crescimento bacteriano na regido de
aplicacdo do extrato de acetato de etila pela bioautografia (Figura 6), provavelmente devido a

concentragfes muito baixa da substancia ativa.

Figura 6: Bioautografia da cromatoplaca do extrato flngico

SOUZA et al., 2007 obteve resultado semelhante com extratos da casca da arvore
“barbatimdo” frente a E.coli, onde foi possivel observar o halo de inibicdo no método
qualitativo, mas nenhuma zona de inibig&o na bioautografia.

A bioautografia confere a analise de substancias, ou classes de substancias que sao
ativas sobre um determinado microrganismo, através da separacdo cromatogréafica
anteriormente realizada a incubacdo da placa contendo o meio de cultura inoculado
(MAGALHAES et al., 2007). Portanto, ndo foi possivel a identificacdo das substancias

bioativas extraidas do isolado estudado.

3.4 Determinacao da atividade enzimatica do fungo

O Fomitopsis sp. CBA-452 degradou a celulose e o amido, mostrando ser capaz de

produzir celulases e amilases. O resultado positivo pode ser observado pela formacéao de halos
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claros ao redor da col6nia (indicativos da degradacdo dos substratos), como ilustrado na
figura 7%°.

Figura 7: Teste qualitativo de producgdo de amilase (A) e celulase (B) pelo Fomitopsis sp. CBA-452, apds

revelacdo com solucédo de iodo e lugol, respectivamente.

O Indice Enzimatico correlaciona diretamente o tamanho do halo e a capacidade
degradativa dos isolados microbianos, possibilitando a comparacdo da producdo enzimatica
de diferentes microrganismos. indices maiores que 1,0 sugerem a ocorréncia de excrecdo de
enzimas (FUNGARO e MACCHERONI, 2002).

O fungo em estudo demonstrou maior producdo de celulase com indice enzimatico
acima de 1,0 (Tabela 3). Esses dados coincidem com os encontrados por Souza et al., (2008),
que através de um estudo com linhagens de Basidiomycetes, observou que todos os isolados
produziram celulases e 40% produziram amilases, sendo que o maior halo de celulase foi de
21,4 mm e de amilase foi 17,5 mm, porém o indice ndo foi analisado. Enquanto que neste
presente estudo os halos foram maiores em ambas as enzimas, o isolado apresentou halo com

didmetro de 44 mm para celulase e 20,6 mm para amilase.

Tabela 3: Atividade de amilase e celulase do Fomitopsis sp. CBA-452, avaliada através do indice enzimatico

(IE)

ATIVIDADE ENZIMATICA (mm)

Halo de crescimento  Halo de degradacdo IE

AMILASE 39 20,6 0,52
CELULASE 43 44 1,02
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A maior producdo de celulase pode ser explicada pelo fato do Fomitopsis ser um
fungo decompositor de madeira, logo, em ambiente natural degrada materiais lignoceluldsicos
para seu crescimento, com eventual producdo de enzimas, e a celulose é o componente mais
abundante entre os substratos presentes na parede celular da madeira (cerca de 50%)
(CHANG; BUSWELL, 1996), podendo ser melhor utilizada como fonte de carbono do que o
amido por essa classe de fungos.

Jo et al., (2011), demonstrou producdo de diversas enzimas lignoceluliticas pelas
espécies de Ganordema que crescem sobre a madeira, com producdo fraca de amilase,
obtendo halos entre 1 a 5 mm. SLAWINSKA e KALBARCZYK (2011), observaram também
atividade celulolitica maior do que a amilolitica no basidiomiceto Pleurotus ostreatus, e
relacionou tal resultado com a decomposicdo do substrato que consistia principalmente de
serragem. Enquanto que CORTES et al., (2008) relatou IE de 1,34 em Xylaria e de 1,30 em
Perennipora e Flaviporus venetus para atividade de celulase, com CMC atuando como
substrato.

4. CONCLUSAO

A arvore filogenética do isolado CBA-452 revelou maior similaridade com o
Fomitopsis durescens, uma espécie ainda nao descrita na literatura brasileira. O isolado
demonstrou ser produtor de biomoléculas de interesse biotecnolégico, com atividade
antimicrobiana e producdo enzimatica. O extrato em acetato de etila do fungo estudado tem
diversos compostos insaturados e apresentou atividade antibacteriana entre o0s extratos
testados. Estudos sobre as propriedades bioldgicas de microrganismos sdo essenciais para

encontrar fontes promissoras para producdo de biomoléculas de interesse industrial.
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