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RESUMO

A grande diversidade de metabolitos secundarios produzidos por
basidiomicetos, especialmente aqueles cultivados in vitro, tem ampliado o
campo da biotecnologia visando a produgdo de compostos antimicrobianos.
O objetivo desse estudo foi analisar os extratos de isolados do fungo
Pisolithus microcarpus (Cooke e Massee) G. Cunn. coletados em duas areas
distintas (degradada pela exploracdo de carvdo e ndo degradada) quanto a
sua capacidade de inibir o crescimento de bactérias potencialmente
patogénicas. Inicialmente os fungos foram cultivados em meio Merlin
Norkrans Modificado (MNM) durante o periodo de 30 dias. Apds verificado
crescimento, foi feita a extragdo metandlica do micélio e do meio de
cultura. O solvente foi evaporado utilizando evaporador rotatorio e o extrato
resultante foi particionado com acetato de etila e butanol. Os ensaios de
difusdo em disco foram feitos utilizando os extratos metandlicos e as
fracOes frente a seis estirpes bacterianas: Staphylococcus aureus (ATCC
25923 e ATCC 6538P), Escherichia coli (ATCC 25922 e ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Enterococcus faecalis (ATCC
29212). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e a atividade
antibacteriana determinada pela formacgdo de halos de inibicdo no entorno
dos discos. Um dos isolados coletado na regido carbonifera de Santa
Catarina demonstrou atividade antibacteriana frente & S. aureus, pela
formacdo de halos de 18 mm de didmetro e frente a P. aeruginosa, com
halos de 17 mm de didmetro. Para a separagdo dos compostos presentes nas
fracOes ativas foi realizada cromatografia em camada delgada, utilizando
diversos sistemas de solventes. A analise qualitativa de alcaloides,
flavonoides e esteroides indicaram a presenca de flavonoides nos extratos,
enquanto a andlise quantitativa de fendlicos, flavonoides, DPPH e potencial
redutor demonstrou a baixa capacidade antioxidante do fungo. Os espectros
de ressonancia magnética nuclear e de infravermelho demostraram que a
fracdo acetato de etila contém hidrocarbonetos aromaéticos, aldeidos e
hidrogénios ligados a carbonos e oxigénios, caracteristicas indicadoras de
triterpenos. Os resultados indicam que novos estudos devem ser realizados a
fim de identificar esses compostos visando potenciais aplicagdes
biotecnoldgicas.

Palavras chave: Fungos, atividade antibacteriana, metabdlitos secundarios,
triterpenos.






ABSTRACT

The great diversity of secondary metabolites produced by basidiomycetes,
especially those cultivated in vitro, has opened a broad biotechnological
field aiming at the production of antimicrobial compounds. The aim of this
study was to analyze the extracts from isolates of the fungus Pisolithus
microcarpus (Cooke e Massee) G. Cunn. collected from two distinct areas
(coal-mined degrades and non-degraded), for their ability to reduce the
growth of potentially pathogenic bacteria. The fungi were initially grown in
modified Merlin Norkrans Medium (MNM) during 30 days. After
significant growth, a methanolic extraction of the mycelium was performed.
The solvent was evaporated using a rotatory evaporator and the resulting
extract partitioned using ethyl-acetate and butanol. A disk diffusion assay
was performed against six bacterial isolates using the methanolic extracts
and fractions: Staphylococcus aureus (ATCC 25923 and ATCC 6538P),
Escherichia coli (ATCC 25922 and ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) and Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Assay plates
were incubated at 37 °C during 24 h. The antibacterial activity was
determined through the formation of inhibition zones around the discs. One
isolate collected from the coalfields of Santa Catarina showeed antibacterial
activity by forming inhibition zones (18 mm) for S. aureus, and (17 mm) for
P. aeruginosa. Thin-layer chromatography was performed with different
solvents in order to separate compounds present in the active fractions.
Qualitative analysis of alkaloids, flavonoids and steroids indicated the
presence of flavonoids in the extracts. Qualitative analyses of phenolics,
flavonoids, DPPH and reducing potential showed a low antioxidant activity
for the fungus. Nuclear magnetic resonance spectra and infrared
spectroscopy showed that the ethyl acetate fraction contains aromatic
hydrocarbons, aldehydes and hydrogens attached to carbons and oxygens,
an indicator feature of triterpenes. The results indicate that further studies
should be conducted to identify these compounds, targeting at future
biotechnological applications.

Keywords: Fungi, antibacterial activity, secondary metabolites, triterpenes.
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1. INTRODUCAO

Pisolithus é um género de basidiomicetos conhecido
principalmente pela capacidade de se associar com espécies de
Angiospermas e Gimnospermas pelo elucidado processo de
micorrizagdo. Essa simbiose baseia-se na troca de energia obtida pelo
processo de fotossintese, onde a planta fornece ao fungo
fotossintetizados e este, por sua vez, transfere para a planta nutrientes
absorvidos do solo.

Entretanto, estudos recentes tém indicado que 0s metabdlitos
secundarios produzidos por fungos desse género possuem propriedades
antibacterianas e antifungicas, que podem estar associados a protecao da
raiz e do fungo contra patdgenos externos. Esses metabolitos sdo
produzidos por diversos organismos, em resposta a diversos estimulos
externos como alteragdes de pH e temperatura, e podem estar
relacionados a diferentes atividades bioldgicas, além da j& citada
antimicrobiana.

Historicamente, 0s maiores produtores de substancias
antimicrobianas tém sido as bactérias pertencentes ao género
Streptomyces. Contudo, a partir da descoberta da penicilina (1928) e da
estreptomicina (1940), ocorreram os primeiros relatos cientificamente
comprovados de antimicrobianos produzidos por fungos. Ainda na
década de 1940 foi descoberta a poliporina, a primeira substancia
antimicrobiana isolada a partir de um basidiomiceto (Pycnoporus
sanguineus).

O uso de basidiomicetos como alvos terapéuticos é relatado desde a
antiguidade. Atualmente, as pesquisas com esses organismos englobam
suas propriedades nutricionais e farmacoldgicas, evidenciando efeitos na
atividade antimicrobiana, controle da homeostase, prevencdo de
tumores, diminuigdo do colesterol, e tratamentos de derrame cerebral,
doencas do coracdo, entre outros.

O estudo da atividade antimicrobiana de organismos é de extrema
importancia, uma vez que o mercado atual sofre com a falta de agentes
antimicrobianos. Além disso, 0 uso indiscriminado de certos
antimicrobianos, notadamente os antibidticos, seleciona bactérias
resistentes aos medicamentos disponiveis, 0 que torna a problematica da
resisténcia bacteriana crescente a cada ano.

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo explorar a natureza
das substancias sintetizadas pelo fungo Pisolithus microcarpus e o efeito
gue as mesmas exercem sobre bactérias patogénicas, agregando
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conhecimento na pesquisa de novos metabolitos antimicrobianos
sintetizados por essa espécie.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fungos

Historicamente, o reino Fungi compreende um vasto grupo de
organismos que, devido a presenca de diversas caracteristicas que 0s
assemelham as plantas, como parede celular e reproducéo esporofitica,
foram considerados vegetais e classificados no reino Plantae por muitos
anos. Entretanto, um conjunto de caracteristicas proprias permitiu a
insercdo dos fungos em um novo reino. Uma dessas caracteristicas é a
auséncia de pigmentos fotossintetizantes, fator que caracteriza a nutri¢do
dos fungos como heterotrdfica, realizada por digestdo e absor¢do, uma
vez que eles ndo realizam fixacdo do carbono e os nutrientes entram no
organismo através da parede celular e da membrana plasmatica
(WEBSTER et al., 2007; ALEXOPOULOS et al.,1996). Além da
nutricdo, os fungos apresentam caracteristicas diferenciadas dos
vegetais, como parede celular quitinosa (com excecdo de fungos
aquaticos) e armazenamento de glicogénio como substancia de reserva
(ALEXOPOULOS et al., 1996). Devido a morfologia altamente variada,
o0s fungos podem se apresentar como filamentosos ou leveduriformes.

Atualmente, estima-se que existam entre 1,5 a 5,1 milhGes de
espécies de fungos, dos quais apenas cerca de 120 mil foram
oficialmente descritas (BLACKWELL, 2011), e grande maioria ainda
ndo foi estudada, justificando-se a necessidade de novas pesquisas
utilizando esses organismos (HAWKSWORTH, 2001).

A classificacdo atual divide os fungos em sete filos principais,
sendo eles Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota,
Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia e
Neocallimastigomycota (HIBBETT et al., 2007). Entre eles, o filo
Ascomycota possui 0 maior nimero de fungos descritos, enquanto o
Basidiomycota compreende os cogumelos e fungos evolutivamente mais
diferenciados (BARREIRO et al., 2012).

Organismos pertencentes ao filo Ascomycota possuem um papel
consideravel na indUstria alimenticia e biotecnoldgica, uma vez que séo
utilizados para a fabricacdo de bebidas, queijos e pdes, além da
producdo de substancias antimicrobianas.

O filo Basidiomycota abrange aproximadamente 30 mil espécies
descritas, 0 que corresponde a cerca de 20% do total de fungos
oficialmente descritos. Os basidiomicetos apresentam hifas septadas e
sdo caracterizados pela producdo de esporos sexuados externos
conhecidos como basididsporos, os quais variam de acordo com a
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espécie. Certas caracteristicas deste filo, como tamanho das
frutificacbes, que varia de poucos milimetros até 50 centimetros,
morfologia heterogénea e grande diversidade de cores, sdo ferramentas
de grande valia no reconhecimento de espécies no campo (GUERRERO
e HOMRICH, 1983). Os basidiomicetos sdo organismos cosmopolitas
gue podem ser encontrados principalmente no meio terrestre, atuando na
decomposicdo da matéria organica, como parasitas de animais e
vegetais, ou em associacBes mutualisticas, se associando a plantas,
processo denominado de micorrizag&o.

Espécies formadoras de micorrizas sdo de grande importancia para
a agricultura, o setor florestal e o de recuperacdo ambiental, pois
aumentam a capacidade de absor¢do de agua pelas plantas e favorecem
sua adaptacdo a novos ambientes ou ambientes degradados
(MIRANDA, 1993).

Outro papel extremamente importante desenvolvido pelos fungos
no meio ambiente é a ciclagem biogeoquimica dos elementos, uma vez
que possuem habilidade na degradacdo tanto de compostos residuais
simples até compostos recalcitrantes como a lignina (BARREIRO et al.,
2012). Além disso, algumas espécies de fungos filamentosos participam
de interacdes benéficas com outros seres vivos, como os liquens, que
sdo associagbes de fungos com algas. Essas interacfes estdo
intimamente relacionadas a produgdo de enzimas e metabdlitos que, de
acordo com Deacon (2005), podem ser classificados como primarios e
secundarios.

Os metabdlitos priméarios sdo elementos essenciais para 0 bom
funcionamento do organismo, além de serem produtos de vias comuns a
todos o0s organismos, como aclcares, aminoacidos e glicerol.
Normalmente sdo sintetizados durante a fase exponencial de
crescimento do microrganismo. Ja os metabdlitos secundarios sao
sintetizados na fase final de crescimento, proximo a fase estacionaria, e
abrangem uma vasta diversidade de compostos, os quais sdo formados
por vias especificas de organismos especificos. Estes ndo sdo essenciais
para o crescimento e a reproducdo, todavia conferem vantagens para os
organismos que 0s produzem. Sua sintese é frequentemente reprimida e
estd intimamente relacionada as propriedades de cultivo, principalmente
a composicdo do meio de cultura (MADIGAN et al., 2004).

Metabdlitos secundarios sdo produzidos por organismos diversos
como plantas, fungos, bactérias, esponjas, protozodrios, insetos e
animais, em resposta aos estimulos externos como alteracdes
nutricionais, modificacbes das condi¢cbes do ambiente - como pH e
temperatura, infecgbes e eventos de competigdo (STROHL, 2000). O
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termo “metabolito secundario” foi primeiramente utilizado por Bu'Lock,
no inicio dos anos 1960, para caracterizar metabdlitos microbianos ndo
essenciais para 0 metabolismo basal da célula, produzidos a partir da
diferenciacdo bioquimica de um organismo (BEKAI, 2010). Muitos
desses metabolitos tém sido relacionados a atividade bioldgica,
representando  importante  fonte de novos  medicamentos.
Aproximadamente um tergo dos farmacos mais vendidos no mundo sao
produtos naturais ou derivados destes.

Desse modo, a alta exploracdo biotecnoldgica desses metabolitos
pela industria farmacéutica na forma de antibioticos, principalmente, e
pela industria alimenticia na producdo de bebidas, posicionam os fungos
como 0 segundo grupo mais importante na producdo de metabdlitos
secundarios com aplicacdo industrial, atrds apenas de Actinobacteria.
Como exemplos de metabdlitos secundarios podem-se citar 0s
alcaloides, flavonoides, taninos, pigmentos e ceras. Alguns exemplos de
metabdlitos secundarios fungicos com aplicacdo biotecnoldgica sdo a
penicilina, certos esteroides, hormoénios para crescimento vegetal, e a
ciclosporina, administrada em pacientes recém-transplantados (SILVA e
COELHO, 2006).

2.2 Fungos com potencial antimicrobiano

O emprego dos fungos como agentes antimicrobianos ocorre desde
a antiguidade (3000 a.C.), quando os chineses faziam uso de sapatos
mofados para curar feridas nos pés. Contudo, a primeira substancia
antimicrobiana produzida por fungos com eficdcia comprovada foi a
penicilina, isolada de Penicillium notatum (atualmente denominado
Penicillium chrysogenum), descoberta acidentalmente pelo cientista
britdnico Alexander Fleming no ano de 1928, apds verificar que uma
cultura de Staphylococcus aureus teve seu crescimento inibido pelo
bolor (TAKAHASHI e LUCAS, 2008).

Entre as décadas de 1940 e 1990, a descoberta de novos agentes
antimicrobianos era a resposta mais bem sucedida para a problematica
da resisténcia bacteriana. Atualmente, no entanto, essa estratégia tem
falhado, uma vez que o aumento da resisténcia ocorre com mais rapidez
e facilidade do que a descoberta de novos antibi6ticos (GUIMARAES et
al., 2010). O termo “antibidtico” foi cunhado pela primeira vez em 1940
por Selman Walksman apds a descoberta da estreptomicina, e é definido
como uma substancia produzida por microrganismos (bactérias, fungos,
etc.), antagonista ao desenvolvimento ou a vida de outros seres
(MARINELLI e GENILLOUD, 2014).
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Durante a década de 1990 a industria farmacéutica aprimorou os
métodos de busca de novos agentes antimicrobianos. Porém, os produtos
mais eficazes eram ainda aqueles naturalmente provenientes de fungos,
principalmente de “estreptomicetos” (atualmente Actinobacteria), que
haviam sido descobertos na Era de Ouro dos antibioticos, antes de 1970.
Desse modo, as pesquisas realizadas geravam descobertas repetitivas,
como aquelas pertencentes a classe das tetraciclinas, resultando em
poucas novidades emergentes. Atualmente, estima-se que mais de
100.000 antibidticos distintos sejam produzidos apenas por espécies do
género Streptomyces (LIVERMORE, 2011).

O historico da descoberta de substancias antibacterianas isoladas de
fungos os torna fontes promissoras neste campo de investigacdo
(DYAKOV et al.,, 2011). Paralelamente, uma das vantagens de se
utilizar esses microrganismos como fontes de antimicrobianos deve-se &
possibilidade de se utilizar fermentadores para cultivo do organismo
produtor em larga escala. Além da praticidade, esse tipo de producédo
ndo causa desequilibrios ambientais, uma vez que a extracdo de largas
por¢Ges dos microrganismos de seu ambiente natural ndo se faz
necessaria (TAKAHASHI e LUCAS, 2008). De acordo com Aqueveque
e colaboradores (2010), nos Ultimos vinte anos, a constante busca por
metabdlitos secundérios extraidos de fungos tem sido uma grande fonte
de inovacdo quimica na descoberta de produtos naturais.

Os metabdlitos secundarios extraidos de Basidiomycota sdo
matéria-prima para uma ampla gama de produtos naturais, que
abrangem desde componentes estruturais com agdo antitumoral, até
agentes  antibacterianos, antiflngicos, antivirais, alucindgenos,
citostaticos, enzimas reguladoras e aromas (BRIZUELA et al., 1998;
SUAY et al., 2000; CAMELINI et al., 2012). Os primeiros estudos com
basidiomicetos na area de atividade antimicrobiana foram desenvolvidos
em 1941, quando foram examinados extratos de culturas de mais de
duas mil espécies desses fungos. Essas investigacdes resultaram no
isolamento e na identificacdo da pleuromutilina, um diterpeno extraido
do fungo Pleurotus mutilus, amplamente utilizada no tratamento de
infeccBes em animais, tornando-se assim o primeiro antibiético
originario de basidiomicetos (WILKINS, 1946; KAVANAGH,
HERVEY e ROBBINS, 1952; BENEDICT e BRADY, 1972; KUPKA,
ANKE e OBERWINKLER, 1979; IINUMA et al., 1983; SMANIA et
al., 1995; SANDVEN, 2000; ROSA et al., 2003).

Em 1946, estudos utilizando o fungo Pycnoporus sanguineus
permitiram o isolamento da poliporina a partir do fungo Pycnoporus
sanguineus, a primeira espécie de basidiomiceto a ser coletada no Brasil
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(FIDALGO, 1970). Esse composto se mostrou sensivel contra uma
ampla diversidade de bactérias. O uso desse cogumelo por indigenas
americanos, africanos, mexicanos, além de povos da Amazdnia se deve
as suas propriedades terapéuticas, como atividade anti-inflamatoria,
problemas no Utero, verrugas e feridas, além de servir como alimento.
Além disso, esses povos acreditavam que o uso do cogumelo curava
pesadelos (SMANIA et al., 1995; PACHECO et al., 2013). Estudos
realizados por Smania e colaboradores (1995 e 1997) demonstraram que
P. sanguineus produz cinabarina, pigmento alaranjado, ativo
principalmente contra bactérias Gram-positivas, e com comprovada
atividade contra bacilos Gram-negativos (LIMA, 2009).

As  propriedades medicinais de basidiomicetos  foram
frequentemente descritas em culturas antigas. Estudos asiaticos
demonstraram que estes fungos possuem uma ampla aplicacéo
farmacoldgica (YANG e JONG, 1989; MIZUNO, 1993; WASSER e
WEIS, 1999). Na Asia, além de servirem como alimento, os cogumelos
sdo filtrados, e seus chas utilizados para tratamento de doencas que véo
desde o resfriado comum até alguns tipos de cénceres (ROBLES-
HERNANDEZ et al., 2008). A primeira aplicacio de cogumelos
anticancer foi demonstrada por Lucas e colaboradores (1957), os quais
induziram uma linhagem de Sarcoma 180 em camundongos e utilizaram
extratos do basidioma, ou seja, do corpo de frutificagdo do fungo
Boletus edulis no tratamento de oncogenes, cuja aplicacdo possibilitou a
obtencdo de uma resposta bastante satisfatéria.

Pesquisas na area dos antimicrobianos se tornam cada vez mais
necessarias, devido a dificuldade de se encontrar novas moléculas com
espectro de acdo eficiente contra bactérias patogénicas. Um candidato a
farmaco passa por um processo de alto investimento que, incluindo a
descoberta de alvos terapéuticos, desenho, selecdo e aprimoramento da
molécula candidata até os ensaios clinicos, pode levar mais de dez anos
para ser concluido e para que o antimicrobiano seja comercializado
(CALIXTO e JR., 2008).

2.3 O género Pisolithus

Espécies pertencentes ao género Pisolithus Alb. & Schwein. sdo
comprovadamente ectomicorrizicas, cosmopolitas, que podem ser
encontrados tanto em regifes temperadas quanto tropicais (MARX,
1977). Suas espécies normalmente sdo encontradas em simbiose com
representantes de Angiospermas e Gimnospermas, estimulando seu
crescimento (SOUZA, SILVA e OLIVEIRA, 2004). Apresentam pileo
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ou basidioma com didmetro entre 2,4 e 8 cm, com morfologia globosa
ou piriforme e pseudoestipe extenso e robusto, que pode atingir até 7,7
cm de comprimento e 3 cm de espessura. Internamente, a estrutura
denominada himénio é responsavel pelo armazenamento dos esporos
(Figura 1). Quando jovem, o peridio apresenta colora¢fes que variam
desde palha até negro fosco. Porém, na maturidade ocorre a degradacédo
do peridio, podendo entdo variar de verde olivaceo até negro (AYALA e
OCHOA, 1996). Em cultura apresenta crescimento lento, com micélio
cotonoso e coloragdo marrom claro (Figura 2).

Relatos demonstram que espécies desse género, especificamente
Pisolithus tinctorius, foram amplamente utilizadas por aborigenes
australianos como fonte de alimento, além de possuirem propriedades
homeostaticas que  beneficiaram  indigenas  norte-americanos
(KALOTAS, 1996).

Apesar da escassez de estudos sobre a capacidade antimicrobiana
deste fungo, Tsantrizos e colaboradores (1991), usando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), purificaram dois pigmentos
antifangicos a partir de representantes do género, sendo elas pisolitina A
e pisolitina B. Nessa circunstancia, 0s autores averiguaram que essas
substancias eram produzidas pelo fungo para proteger a raiz da planta da
associagdo com outros microrganismos.

Em 2011, Ameri e colaboradores identificaram atividade
antimicrobiana de isolados desse género contra algumas bactérias gram-
negativas e gram-positivas pelo método de difusdo de extratos. Mamede
e colaboradores (2012, dados nédo publicados), verificaram efeito
atenuador do fungo frente a Staphylococcus aureus em estudos
utilizando extratos de espécies do género coletadas em regibes de
extracdo de carvao no estado de Santa Catarina.

Sabe-se que a extracdo de carvdo mineral é uma atividade que
provoca constantes degradacGes no ambiente natural, podendo afetar a
concentracdo de elementos-traco e modificar a estrutura e caracterizagdo
do solo (ADRIANO, 2001). Outros fatores como temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude,
poluicdo atmosférica e ataque de patdgenos exercem influéncia direta
sobre a produgdo de metabdlitos secundarios, uma vez que protegem 0s
organismos produtores desses metabolitos contra a hostilidade do
ambiente (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Assim, habitar ambientes
extremos pode condicionar certas espécies de organismos Vvivos a
produzir componentes tipicamente sintetizados durante o metabolismo
secundario, que servirdo como protetores contra as adversidades sofridas
por esses organismos.
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Figura 1. Aspecto geral de basidiomas de Pisolithus microcarpus. No detalhe a
estrutura interna do basidioma (gleba), que abriga os esporos (himénio).
Créditos: Valter Jacinto e Marcelo Sulzbacher

Figura 2. Aspecto geral do crescimento de um isolado de Pisolithus
microcarpus em meio de cultura MNM.
Créditos: do Autor.
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2.4 Produtos naturais como fonte de compostos de interesse
biotecnolégico

Compostos naturais tem sido foco de interesse para a raga humana
desde tempos muito remotos. A investigacdo cientifica desses
componentes, no entanto, tem histérico mais recente. Originalmente o
interesse foi preponderantemente em espécies vegetais. Ja para
microrganismos, ocorreu um avango mais acelerado com o advento do
microscopio e das técnicas de isolamento microbiano. Mesmo com certa
limitacdo, varias descobertas propiciaram o entendimento e uso de
varios agentes extraidos ou produzidos por esses organismos. Avangos
substanciais ocorreram a partir do século 21, onde foram descobertos
diversos compostos isolados a partir de fungos ascomicetos e
basidiomicetos com atividade antimicrobiana, citotoxica e
antiparasitaria. Entre eles diversos terpendides, como o Wickerol A, um
diterpeno inibidor da replicacdo do virus Influenza, e 0s sesquiterpenos
udalactaran A e udasterpurenol A, que possuem atividade antifingica
(SCHUEFFLER e ANKE, 2014).

Um dos exemplos mais citados de farmacos desenvolvidos a partir
de produtos naturais é o 4cido acetilsalicilico (AAS ou Aspirina®)
sintetizado a partir da salicina, um glicosideo natural encontrado no
salgueiro (Salix sp.) (TAINTER e FERRIS, 1969).

Os produtos naturais disponiveis atualmente apresentam arquitetura
molecular ampla e diversificada. Dentre a enorme variedade de
compostos conhecidos pela ciéncia, no presente trabalho foram
abordados apenas os fendlicos, flavonoides, terpenos, esteroides e
alcaloides.

Compostos fendlicos podem possuir estruturas simples ou
complexas, com a presenca de pelo menos um anel aroméatico e uma
molécula de hidrogénio substituida por um grupamento hidroxila. A
classificacdo dos fendlicos ocorre de acordo com o tipo de esqueleto
principal que constituird o anel aromatico. So amplamente encontrados
em vegetais e microrganismos, como os 4cidos fenoélicos, derivados da
cumarina, pigmentos hidrossoluveis, ligninas, taninos, alcaloides e
terpenoides (PROENCA DA CUNHA et al., 2003). Fendis simples
(fenol, pirocateol, resorcinol e floroglucinol) tém distribuicdo restrita e
estdo presentes em liquens, proporcionando a esse um alto valor
farmacéutico. Fendis sdo raramente encontrados em bactérias, algas e
fungos (SIMOES et al., 1999).
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Flavonoides sdo compostos fendlicos que possuem 15 &tomos de
carbono em seu nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas
entre si por uma cadeia de trés carbonos (C¢ — C3 — O, — Cg). Séo
classificados de acordo com o tipo de ligacdo, quantidade de hidroxilas,
e presenca ou auséncia de cetonas (SIMOES et al., 1999). Devido a
resposta frente a ataques microbianos, esses compostos atuam como
antiflngicos, antibacterianos e antivirais (GRAYER e HARBORNE,
1994).

Os terpenos sdo produzidos por uma grande variedade de plantas,
especialmente as coniferas. A classificacdo dessas moléculas depende
do ndmero de unidades isoprénicas presentes. Monoterpenos possuem
duas, sesquiterpenos trés, diterpenos quatro, triterpenos seis, e
tetraterpenos oito unidades. Quando ocorrem modificagdes quimicas
devido & oxidagdo ou rearranjo no esqueleto carbonico, da-se a
denominacdo geral de terpendides. Alguns exemplos dessas moléculas
sdo o mentol, o fitol, a vitamina A e o caroteno (RAl e VARMA, 2011).
Os triterpenos apresentam diversos centros estereogénicos formados
apenas por atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio, e dependendo da
estrutura, apresentam diversas atividades bioldgicas (BARREIRO e
FRAGA, 2008). Os esteroides sdo triterpenos que participam da
composi¢do dos lipidios da membrana, além de atuarem como
precursores de horménios em animais (SILVA, 2013).

Os alcaloides sdo metabdlitos encontrados predominantemente em
Angiospermas (com excecdo do fungo Claviceps purpurea, conhecido
como espordo-de-centeio), e sdo compostos de grande valor para a
indUstria farmacéutica, devido a heterogeneidade quimica e ao potencial
bioativo que apresentam (HENRIQUES et al., 2002; ROBBERS et al.,
1997).

Em associagdes micorrizicas, a importancia de alguns destes agentes
abordados acima é bastante conhecida. Um bom exemplo é a dos
terpenos, visto que esses compostos protegem a raiz das plantas contra
infeccBes causadas por microrganismos (ABREU, 1987; BONNASSIS,
2007). A atividade antimicrobiana dos terpenos pode estar relacionada
com suas propriedades lipofilicas e interacfes com as bicamadas
fosfolipidicas das membranas das células bacterianas (DORMAN e
DEANS, 2000). Essas substancias atuam ainda na regulacdo do
metabolismo intermediario, na ativacdo ou bloqueio de reacdes
enzimaticas, na inibicdo da sintese proteica ou na alteragdo da estrutura
das membranas (SINGH e SHUKLA, 1984). Considerando que 0 género
Pisolithus ~ contempla  espécies que sdo  obrigatoriamente
ectomicorrizicas, principalmente com espécies de Angiospermas,
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entende-se que a presenca de substancias dessa natureza possa estar
relacionada com essas interacdes.

Esses compostos de origem natural, bem como outros sintetizados
artificialmente, fazem parte do roll de componentes antimicrobianos
amplamente utilizados pelo homem no controle e combate de
infeccBes/doencas. Atualmente, o uso indiscriminado desses agentes
antibacterianos/antimicrobianos disponiveis no mercado é responsavel
pela selecdo de bactérias resistentes, o que conduz a necessidade de
estudos com organismos potencialmente produtores de novas
substancias com carater antimicrobiano.

Dessa forma, este trabalho buscou explorar a composi¢do quimica
dos extratos do fungo Pisolithus microcarpus relacionados com a
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
potencialmente causadoras de doencas. Com esse objetivo, foram
realizadas analises quimicas a fim de se verificar a presenca de
metabdlitos secundarios, além da avaliacdo da atividade antioxidante e
guantificacdo de fendlicos e flavonoides presentes nos extratos do
fungo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antibacteriano e antioxidante de isolados do
fungo Pisolithus microcarpus.

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar se isolados de Pisolithus microcarpus de uma area impactada
pela mineragdo de carvdo apresentam atividade antibacteriana
distinta daqueles de uma area sem a influéncia desse impacto;

e Verificar se extratos e exsudatos de Pisolithus microcarpus
apresentam atividade antibacteriana;

e Aferir 0 potencial antioxidante do extrato e fragcbes do fungo
Pisolithus microcarpus coletado de area impactada pela mineracao
de carvéo;

e Realizar a andlise qualitativa do teor de fendlicos e flavonoides totais
presentes no isolado coletado da é&rea impactada pela mineragdo de
carvao;

e Caracterizar a classe de metabdlitos secundarios produzidos pelos
isolados  flngicos utilizando  testes  analiticos, técnicas
cromatograficas e espectroscopicas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Isolamento, cultivo e identificacdo de Pisolithus

A escolha do fungo foi feita a partir de uma triagem com fungos da
colecdo de microrganismos do Laboratério de Diversidade Microbiana,
realizada em 2012 como parte de um trabalho de conclusdo de curso.
Foram testadas cerca de 20 espécies de fungos pertencentes ao filo
Basidiomycota, das quais duas apresentaram atividade antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus: Pisolithus microcarpus e Pycnoporus
sanguineus. A escolha de P. microcarpus se deu devido & escassez de
estudos de atividade antimicrobiana utilizando esse organismo, em
comparacdo aqueles existentes para P. sanguineus.

Os espécimes, denominados UFSC-Pt 221, UFSC-Pt 222, D5 e
D17, foram coletados em duas regibes distintas: Boca do Dragéao,
localizada no municipio de Lauro Mdller, Sul de Santa Catarina (28° 23’
43,40 S; 49° 27’ 57.01> W), conhecida pelo fato de ser uma area
impactada pela mineracdo de carvao (espécimes UFSC-Pt 221 e UFSC-
Pt 222) e Senador Mourdo, no municipio de Diamantina, Minas Gerais
(17° 59° 30.40°" S; 43° 25° 40.90 W e 17° 59 23.40”" S; 43° 25’
34.10”), regido isenta do impacto sofrido por qualquer atividade de
mineracao (espécimes D5 e D17).

A identificacdo morfoldgica das espécies foi feita pela observacdo
dos esporos em microscopio 6ptico. Para isso, foi realizado um corte
longitudinal nos basidiomas, permitindo a retirada dos esporos, 0s quais
foram corados com reagente de Melzer. A identificagdo dos fungos
baseou-se em Phillips (1991) e Burgess et al. (1995). No laboratério, os
fungos foram isolados em meio Hagen seguindo a metodologia descrita
por Marx (1977). Apés o isolamento, o cultivo foi realizado em meio de
cultura Merlin Norkrans Modificado (MNM) s6lido, e os fungos
mantidos a uma temperatura de 25 °C pelo periodo de 30 dias
previamente a montagem dos experimentos. Apds 0 crescimento em
meio sélido, foi feito o cultivo em meio MNM liquido nas mesmas
condicles citadas anteriormente. Foram transferidos cinco discos de 7
mm de didmetro para frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo
25 mL de meio de cultura, seguindo a metodologia descrita por Rossi et
al. (2002).
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4.2 Meios de cultura e solucbes

Os fungos foram cultivados em meio Merlin Norkrans Modificado
(MNM), com a seguinte composicao: CsH1,06 (10 g/L), extrato de malte
(3 g/L), (NH4),HPO, (0,25 g¢/L), KH,PO,4 (0,5 g/L), CaCl,.2H,0 (0,05
g/L), NaCl (0,025 g/L), MgSO,.7H,O0 (0,15 g/L), FeCl; (1%) (1,2
mL/L), Tiamina — HCI (100 ug/L), agar-agar (15 g/L), agua destilada
(para 1000 mL), com pH ajustado para 5.8+0.1.

As estirpes bacterianas foram mantidas em meio &gar nutriente
[digestdo péptica de tecido animal (5 g/L), extrato de carne (1,5 g/L),
extrato de levedura (1,5 g/L), cloreto de sodio (5 g/L) e agar (15 g/L),
em pH 7.4+0.2].

Para os ensaios de difusdo em disco foi utilizado o meio agar
Mueller-Hinton [infusdo de carne (300 g/L), caseina &cida hidrolisada
(17,5 g/L) e amido (1,5 g/L), em pH 7.4+0.1]. Para a diluicdo das
bactérias foi utilizada solucéo salina a 0,9% NacCl.

4.3 Atividade antibacteriana

Os experimentos para determinacdo da atividade antibacteriana de
P. microcarpus foram realizados no Laboratério de Diversidade
Microbiana, pertencente ao grupo de pesquisas Microrganismos e
Processos Biotecnoldgicos, em parceria com o Laboratorio de
Farmacognosia, ambos localizados na Universidade Federal de Santa
Catarina.

4.3.1 Preparo dos extratos

Apo6s o crescimento dos fungos em meio MNM liquido como
descrito no item 3.1, foi realizada a extracdo da biomassa utilizando o
método de maceragdo. O conteido dos frascos de cultivo foi filtrado e o
micélio e meio de cultura transferidos individualmente para frascos de
vidro com tampa (capacidade 500 mL). Ap6s a adicdo de metanol
(aproximadamente 150 mL), cada frasco foi deixado em repouso
durante trés dias a temperatura ambiente. Posteriormente, o conteido de
cada frasco foi depositado em baldo volumétrico e evaporado em
evaporador rotatdrio (BUCHI). O procedimento foi efetuado até que
todo o metanol evaporasse e restasse somente o material aderido ao
fundo do baldo. O material foi raspado com espatula, armazenado em
frascos ampola de vidro, e pesado em balanca de precisdo. Uma vez
determinada a massa do extrato bruto obtido (metandlico), uma parte foi
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armazenada a 4 °C e a outra particionada utilizando acetato de etila e
butanol. O residuo aquoso e as fracfes de acetato de etila e butanol
foram separadas utilizando funil de separagdo, concentradas em
evaporador rotatorio e armazenadas a 4 °C.

4.3.2 Bactérias-teste

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados utilizando
estirpes das bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923 e ATCC
6538P), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC
25922 e ATCC 8739) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Esses
microrganismos foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de
Antibiodticos, do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia, e pelo Laboratério de Farmacognosia, do Departamento
de Farmécia, ambos localizados na Universidade Federal de Santa
Catarina.

As culturas bacterianas foram mantidas em meio de cultura agar
nutriente a 4 °C. ApGs o crescimento em meio TSA, foi utilizado caldo
de infusdo de cérebro e coracdo (Brain heart infusion — BHI) para o
preparo do indéculo. Trezentos uL de cada cultura-estoque foram
transferidos para 3 mL de caldo BHI, e em seguida as culturas foram
incubados por 24 h a 36 °C. Apés 8 h de incubacdo foi feita a
verificacdo da pureza das culturas pela semeadura de subamostras em
placas de agar sangue. A concentragdo das suspensdes foi ajustada com
caldo de cultivo para uma concentracdo correspondente a 108 UFC/mL
(JOHANN, 2003; SOUZA et al., 2005).

4.3.3 Ensaios de disco difusdo em agar

A atividade antibacteriana dos extratos e fracbes foi avaliada
utilizando o método de difusdo em agar (BAUER et al., 1966, com
modificages), que consiste na deposicdo do agente a ser testado
(impregnado em discos de nitrocelulose) em contato direto com o
microrganismo-teste. Para isso, 0s extratos obtidos conforme descrito no
item 4.3.1 foram impregnados em discos de papel filtro (Whatman n° 3)
de 7 mm de didmetro. Nos discos, foram colocados 20 pL de cada
extrato, os quais foram deixados secar a temperatura ambiente,
acondicionados em placas de Petri previamente esterilizadas.

As bactérias-teste foram cultivadas pelo periodo de 24 h, nas
mesmas condi¢Oes descritas anteriormente, e diluidas em solucdo de
cloreto de sodio a 0,85%. Uma aliquota (1 mL) da suspensdo bacteriana
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diluida foi espalhada sobre a superficie do meio de cultura Mueller-
Hinton utilizando hastes de algoddo (swabs) esterilizadas (SMANIA et
al, 1997).

Para a solubilizacdo dos extratos foi utilizado o reagente
dimetilsulféxido (DMSQO) em volume proporcional ao peso do extrato,
sendo que para cada 10 mg de extrato foram utilizados 100 pL de
DMSO. Desse modo, a concentracdo de cada extrato utilizado foi de 0,1
mg/pL. Apds homogeneizagdo, 20 pL do volume total foram aplicados
sobre os discos de papel esterilizados. Como controle positivo, foram
utilizados discos de antibidtico de referéncia para cada bactéria
(ceftazidima para Pseudomonas aeruginosa e estreptomicina para as
demais espécies). Os discos foram depositados sobre as placas
inoculadas com o auxilio de uma pinca esterilizada. As placas foram
entdo incubadas em estufa a 37 °C durante 24 h (BARATTO et al.,
2008; ARESI, 2011). Os testes foram executados em duplicata.

Os exsudatos liberados pelo fungo durante o cultivo também foram
avaliados quanto a sua capacidade antibacteriana. Com o auxilio de uma
seringa, o material foi extraido e aplicado sobre os discos de papel e as
placas foram incubadas nas mesmas condiges descritas anteriormente.

A leitura dos testes foi realizada 18 horas apés a incubacdo, pela
medicdo do didmetro dos halos de inibigdo do crescimento bacteriano.
Como foram usados discos de papel com 7 mm de diametro, um
resultado foi considerado positivo quando o halo de inibicdo de
crescimento foi igual ou superior a 9 mm (SMANIA, 1995).

4.4 Caracterizacdo quimica dos extratos e fracoes

Essa etapa foi realizada no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais, Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Fisicas e
Matematicas da Universidade Federal de Santa Catarina.

4.4.1 Analise qualitativa de flavonoides, alcaloides, esteroides e
triterpenos

4.4.1.1 Pesquisa de flavonoides (Reagdo de Shinoda)

Os extratos brutos, assim como as fracfes particionadas com
butanol e acetato de etila foram submetidos ao teste analitico de Shinoda
a fim de se verificar a presenca de flavonoides glicosidicos produzidos
pelo fungo. Para isso, o material foi diluido com o mesmo solvente
utilizado na maceragdo (metanol). Um volume de 0,3 mL de cada
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extrato foi transferido para tubos de ensaio de 35 mL. Em seguida,
foram adicionadas cinco limalhas de magnésio metalico e trés gotas de
HCI em cada tubo. No tubo contendo o controle negativo ndo foram
colocadas as limalhas de magnésio. Ap6s 1 h, os tubos foram
observados quanto a presenca de coloracdo avermelhada (SILVA, et al.,
2010; RODRIGUES e LIRA, 2013), o qual indica reagdo positiva.

4.4.1.2 Pesquisa de alcaloides

O extrato bruto e as fragfes acetato de etila e butanol foram
solubilizados em 2 mL de etanol e, quando necessario, acrescido de
algumas gotas de agua destilada para auxiliar na solubilizacdo das
amostras. Para cada extrato/fragdo foram utilizados trés tubos de ensaio
de 35 mL e em cada um deles foram colocadas quatro gotas de cada
extrato e duas gotas de reagentes de Meyer, Bertrand e Dragendorff
(SILVA et al., 2010; RODRIGUES e LIRA, 2013). Em seguida foi feita
a observacdo visual dos tubos em relacdo a turbidez e/ou precipitacéo,
caracteristicas da presenca desses compostos.

4.4.1.3 Pesquisa de esteroides e triterpenos

Para verificar a presenca de esteroides e/ou triterpenos nos extratos
foi feita a prova de Liebermann-Burchard, o teste mais utilizado para a
identificacdo dessas substancias. A reagdo consiste no tratamento do
extrato/fracdo com anidrido acético em presenca de 4cido acético glacial
e acido sulfarico. Na presenca de esteroides no extrato, o sistema de
anéis do ciclopentanoperidrofenantreno sofre desidratacdo seguida de
oxidacdo (Figura 2), e a reacdo é evidenciada pelo aparecimento de uma
coloracdo azul-esverdeada (BURKE, 1974; XIONG, 2007). Em tubos de
ensaio de 35 mL foram adicionados 0,3 mL de cada extrato, acrescidos
de duas gotas de anidrido acético e trés gotas de acido sulfurico (SILVA
et al., 2010). Apos 1 h foi feita a observacdo visual do resultado.

HOAG/ mo ‘Q
H 2804
HOO5 "<

Esterdide Acido Colestahexacnosulfonico
Amix 4100m

Figura 3. Reacdo de Liebermann-Burchard para deteccdo de esteroides e/ou
triterpenos. Créditos: Gustavo Queiroz
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4.4.2 Determinacdo do contetdo de fendlicos

O teor de compostos fenolicos da fracdo acetato de etila foi
determinado de acordo com o método descrito por Moresco et al.
(2012), utilizando placas de 96 pogos. A cada 0,5 mL de uma solugéo
etandlica de extrato/fracdo (1000 pg/mL) foram adicionados 5,0 mL de
agua destilada e 0,25 mL do reativo de Folin-Ciocalteau. Apds trés
minutos foi adicionado 1,0 mL de solucdo saturada de Na,COs; e a
mistura deixada em repouso por uma hora a temperatura ambiente. A
intensidade da reacdo foi determinada pela leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro a 725 nm e a concentragdo de compostos fendlicos no
extrato/fracdo foi estimada com base na curva analitica construida com
solucdo padrdo de acido galico, nas concentracdes de 25 a 400 pg/mL
(Y = 41,5 x). Todos os testes foram realizados em triplicata. O teor de
compostos fendlicos totais é expresso em equivalente de acido galico,
ou seja, mg acido galico/g de extrato.

4.4.3 Determinacao do contelido de flavonoides

A determinagdo do contetdo de flavonoides foi feita em placas de
96 pocos e baseou-se no método descrito por Moresco et al. (2012). Em
50 pL da fracdo acetato de etila a uma concentra¢do de 1000 pg/mL,
foram adicionados 200 pL de etanol e 50 UL de uma solugdo etandlica
de AICIl3 2%. Apds uma hora de repouso a temperatura ambiente, foram
feitas as leituras das absorbancias das misturas com auxilio de
espectrofotdmetro de UV-VIS a 415 nm. O teste foi feito em triplicata.
Como controle foi utilizada uma solucdo preparada como descrito
acima, porém sem a presenca de AIClz. O contelido de flavonoides foi
estimado com o uso de uma curva de calibragdo com solugdo de
guercetina (y = 67,0 x) e expresso em mg de quercetina/g de extrato.

4.4.4 Avaliacdo da atividade antioxidante utilizando DPPH

A avaliacdo da acdo sequestrante de radicais livres utilizando o
DPPH baseou-se no método descrito por Moresco et al. (2012). Para
esta avaliacdo adicionou-se uma aliquota de 100 puL de solugdo de
DPPH em etanol (0,004%) a 60 pL de fragdo acetato de etila, na
concentragdo de 1000 pg/mL, e 140 pL de etanol. Em espectrofotometro
UV-VIS, a mistura foi agitada e deixada repousar por 30 minutos. A
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absorbancia do DPPH nas soluc¢des foi determinada a 517 nm. Como
branco (Absprnco) foi utilizado etanol (240 pL) adicionado das solugdes
das amostras diluidas (60 pL). Como controle (AbSconmole) foram
utilizadas solu¢des com DPPH (100 pL) e etanol (200 pL). A analise foi
realizada em triplicata. A absorbancia (AA) de cada solugdo com a
amostra (Abs,mesra) foi convertida em porcentagem da atividade
antioxidante a partir da férmula:

AA% =100 - [(Absamostra - Absbranco) X 100]/Abscontrole

A concentragdo final da amostra foi de 200 pg/mL.
4.45 Potencial redutor

A metodologia de Moresco et al. (2012) foi seguida para a analise
da atividade antioxidante pela determinagdo do potencial redutor.
Misturas reacionais contendo 5 pL de solucdo de amostra (fracdo
acetato de etila) diluidas em etanol (1000 ppm), 195 uL de &gua
deionizada, e 50 pL de uma solugdo de FeCl; a 0,1 mol/L em HCI 0,1
mol/L foram preparadas em triplicata. Trés minutos apds o preparo das
solugdes, adicionou-se 50 pL de uma solucéo de ferricianeto de potassio
0,008 mol/L e a mistura foi agitada no espectrofotémetro. Apds 15
minutos foi feita a leitura da absorbancia das misturas a 720 nm. O
aparecimento da cor azul da Prussia é indicativo de potencial redutor.
Como controle utilizou-se uma solucdo preparada conforme o
procedimento descrito anteriormente, porém sem a presenca do extrato.
As concentracBes foram determinadas com o auxilio de uma curva de
calibracdo utilizando solucéo de acido ascorbico (y =72,5 x + 4,8), onde
o0 potencial redutor é expresso como equivalente de acido ascorbico, ou
seja, mg de &cido ascorbico/g de amostra.

4.4.6 Cromatografia em Camada Delgada

Os extratos que demonstraram atividade antibacteriana foram
analisados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Para isso,
tanto o extrato bruto (metandlico) quanto as fragdes em acetato de etila e
butanol foram aplicados em placas de gel de silica (4 cm de altura x 3
cm de largura). Os solventes empregados foram hexano:acetato de etila
(70:30); (30:70); cloroférmio:metanol (70:30); cloroférmio:etanol
(10:90 e 70:30); etanol:cloroférmio (30:70).



44

Apos a CCD, as placas foram observadas sob luz e UV visivel e
foram reveladas com o uso de anisaldeido sulfdrico (0,5 mL de
anisaldeido, 10 mL de acido acético, 85 mL de metanol e 5 mL H,SO,
concentrado).

A s ” 1
4.4.7 Ressonancia magnética nuclear de H

A ressonancia magnética foi realizada utilizando a frac@o acetato
de etila solubilizada em metanol e acetona deuterados. O equipamento
utilizado para as leituras foi um espectrometro de ressonancia magnética
nuclear de 200 MGHz, modelo AC 200 (Bruker), localizado na Central
de Andlises do Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Fisicas e
Matematicas da UFSC.

4.4.8 Espectroscopia de Infravermelho

O estudo dos grupos funcionais presentes na fragdo butanolica foi
realizado através da espectroscopia de infravermelho. Para isso, foi feita
uma pastilha de brometo de potassio (KBr) a partir da amostra seca
(Figura 4), e esta foi analisada em espectrofotometro de infravermelho
(Modelo FTLA 2000, marca ABB). Os ensaios foram realizados na
Central de Analises do Departamento de Quimica, Universidade Federal
de Santa Catarina. A técnica da pastilha ndo altera o teor de
cristalinidade do material e gera a obtencdo de um espectro de
infravermelho médio e distante (MATTOS et al., 2002).

Figura 4. Pastilha de brometo de potéassio (KBr) preparada a partir da fragéo
butandlica para analise em espectroscopia de infravermelho.
Créditos: do Autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagdo dos fungos

A andlise morfoldgica dos esporos (tamanho, forma, coloragéo,
etc.) permitiu a identificacdo dos individuos fangicos. O procedimento
foi realizado a partir de um corte longitudinal feito nos basidiomas,
seguido de remocdo de parte da massa interna de esporos (gleba) e
deposicdo destes em lamina de microscopio. As laminas foram coradas
utilizando reagente de Melzer e observadas em microscdpio 6ptico.

Foram visualizados esporos, cujo tamanho variou de 7,2 a 8,5 um,
0s quais apresentaram forma arredondada com apiculos curtos (até 1
pm) e retos em seu entorno (KASUYA et al, 2010). Essas
caracteristicas indicaram que os fungos pertencem a espécie Pisolithus
microcarpus.

5.2 Ensaios de disco difusdo em agar

Os extratos metanolicos dos isolados UFSC-Pt 221, UFSC-Pt 222,
D5 e D17, assim como as fragBes particionadas com acetato de etila e
butanol, foram utilizados nos ensaios de difusdo em disco para
verificagdo da atividade antibacteriana frente as cepas selecionadas. Os
primeiros ensaios de disco difusdo em agar indicaram que somente 0
extrato do meio de cultura filtrado do fungo UFSC-Pt 222 apresentou
atividade antibacteriana, portanto a particio com acetato de etila e
butanol foi realizada apenas para esse extrato. Dos extratos, fracbes e
exsudatos testados quanto a atividade antibacteriana, o extrato
metandlico e a fracdo butandlica obtidos do isolado UFSC-Pt 222 foram
ativos tanto contra uma estirpe Gram-positiva (S. aureus) quanto contra
uma estirpe Gram-negativa (P. aeruginosa). Na figura 5 podem ser
observados os halos de inibigdo do crescimento de duas estirpes de S.
aureus testadas no ensaio utilizando extrato metandlico do isolado
UFSC-Pt 222 (halos de 18 mm de didmetro). A figura 6 ilustra os halos
de inibicdo do crescimento da cepa de P. aeruginosa resultantes do
experimento utilizando o mesmo extrato (halos de 17 mm de diametro).

A tabela 1 apresenta os valores dos didmetros dos halos
encontrados nos ensaios utilizando os extratos provenientes da filtracdo
do meio de cultura e do micélio dos fungos UFSC-Pt 221, UFSC Pt-222,
D5e D17.
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N&o foram observados halos de didmetro maior que 9 mm (limite
minimo para atividade antimicrobiana segundo Smania et al., 1995) nos
ensaios com Escherichia coli e Enterococcus faecalis. O ensaio
utilizando os exsudatos do fungo D17 demonstrou que esse isolado néo
apresentou atividade antibacteriana. Portanto, o isolado UFSC-Pt 222,
proveniente da regido de Lauro Mdller, foi o Unico com comprovada
acdo antibacteriana frente as cepas gram-positivas e gram-negativas
testadas. Apesar de ndo existirem outros trabalhos demonstrando a
atividade antibacteriana dessa espécie de fungo, esse resultado corrobora
aquele obtido na india com extratos de P. albus em testes de difus&o
frente a S. aureus resistente a meticilina (SARM) (AMERI et al., 2011).

E possivel que a atividade antibacteriana do isolado UFSC Pt-222
esteja relacionada com o seu habitat original, ou seja, um solo com alta
concentracdo de elementos-traco, como € o0 caso da regido carbonifera
de Santa Catarina. Nessa regido, os elementos mais frequentes s&o
aluminio, magnésio, zinco, cobre, niquel, cromo e chumbo (MENEZES,
2009). Outra razdo pode ser a localizacdo, ja que esse isolado foi
coletado em um gradiente latitudinal maior do que aqueles provenientes
de Diamantina. Ainda, poderia ser sugerido gue as condi¢fes ambientais
nas quais o fungo cresceu fizeram com que ele desenvolvesse a
atividade de produzir compostos antibacterianos, como maior exposi¢ao
solar, temperaturas médias anuais mais baixas e seca. (STOCKER-
WORGOTTER, 2001).

Figura 5. Ensaio de difusdo em disco utilizando extratos metanolicos de
isolados de Pisolithus microcarpus, contra S. aureus (A = ATCC 6538P; B =
ATCC 25923) pelo isolado UFSC-Pt 222 verificada pela formagédo de halos de
inibicdo de 18 mm de didmetro (a = extrato do meio de cultura, b = controle
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positivo, ¢ = controle negativo). Os demais discos referem-se aos extratos que
ndo apresentaram atividade.
Créditos: do Autor.

Figura 6. Inibicdo do crescimento de P. aeruginosa (A e B = ATCC 27853)
pelos extratos metandlicos do isolado de Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt 222)
verificada pela formagdo de halos de inibicdo de 17 mm de didmetro (a =
extrato do meio de cultura, b = controle positivo, ¢ = controle negativo). Os
demais discos referem-se aos extratos que ndo apresentaram atividade.

Créditos: do Autor.

Tabela 1. Diametro dos halos de inibigdo obtidos no ensaio de difusdo em agar

S. aureus S. aureus P. aeruginosa
EXTRATO  ATCC 25923) (ATCC 6538P) (ATCC 27853)
4 18 mm 18 mm 17 mm

8 - - -
12 - - -
17 - - -
27 - - -
Baldo - - -

4 - Extrato bruto do meio de cultura do isolado UFSC-Pt 222; 8 —
D17; 12 — Extrato bruto do micélio do isolado UFSC-Pt 222; 17 —
Extrato bruto do meio de cultura do isolado D5; 27 — Extrato bruto
do meio de cultura do isolado UFSC-Pt 221; Baldo — Extrato bruto
do micélio do isolado D5.
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Em estudo efetuado com o fungo Thamnolia vermicularis var.
subuliformis, Stocker-Worgotter (2001) foi demonstrado que a producéo
de dois metabolitos (4cido beomicésico e acido esquamatico) ocorreu
somente apds a exposicdo da cultura a uma condicdo de desidratacdo e
de longa exposicdo a luz, em temperaturas relativamente baixas (15 °C)
(STOCKER-WORGOTTER, 2001). Fungos liquenizados, quando
cultivados em laboratério, demonstraram producdo de metabdlitos
secundarios que ndo estdo presentes no organismo coletado no
ambiente. Isso pode ocorrer devido a adaptacdo do fungo liquenizado as
condi¢cBes em meio de cultura artificial, induzindo a produgéo de vias
metabdlicas alternativas ou, ainda, ao fato da atividade enzimatica ser
desencadeada pela disponibilidade de certos elementos-traco,
carboidratos, ou pH incomum do meio. Esses fatores podem afetar a
expressao de genes envolvidos com a producdo ou a regulacdo de
metabolitos secundarios responsaveis pela atividade antimicrobiana
(DEDUKE et al., 2012).

O pH também atua na regulacdo da expressdo génica em fungos,
mediada pelo fator de transcricdo pacC. Penalva e Arst (2002)
demonstraram que, em condi¢des de pH alcalino, mutagcdes nesse fator
de transcricdo desencadearam o aumento da producdo de penicilina
pelos fungos Aspergillus nidulans e Penicillium chrysogenum. Genes
que codificam os fatores de transcricdo globais regulam multiplos
processos fisioldgicos em resposta ao pH, temperatura e nutrientes. Essa
regulacdo tem sido mais estudada em fungos patégenos para humanos e
€ necessaria para que o fungo perceba as alteragBes ambientais e se
adapte a essas mudancas (SHAPIRO et al., 2011). Analises do solo da
regido de Diamantina indicaram pH variavel entre 4,6 e 5,8 (FONSECA,
2013) e 3,4 a 4,7 para a regido carbonifera de Lauro Miiller (CESAR et
al., 2013).

A presenca de elementos-traco pode causar um efeito estressante
nos fungos, favorecendo a producdo de substancias bioativas que o
auxiliem na sobrevivéncia em meio a hostilidade do ambiente. Alguns
fungos podem crescer em ambientes desfavordveis e sobreviver sob
condicBes extremas de certos elementos quimicos, que incluem
elementos-traco e até radioativos. Um exemplo disso é o desastre
nuclear de Chernobyl (1986), onde foram encontrados fungos crescendo
nas paredes das construcbes que ficaram intactas, apesar de toda a
radiacdo a que foram expostos. Nessas condicdes foram isoladas mais de
2000 cepas de 200 espécies e 98 géneros, alguns inclusive crescendo
diretamente na fonte da radiacdo ionizante (SECKBACH, 2006). Apesar
dessa ocorréncia expressiva de espécies nesse ambiente, ndo foram
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encontrados na literatura consultada trabalhos que explorassem a
capacidade de producdo de compostos oriundos do metabolismo
secundario nagueles organismos.

A literatura tem mostrado exemplos onde a distribuicdo
geografica de um individuo interfere na expressdo e sintese de
compostos do metabolismo secundario. Culberson e colaboradores
(1977) demonstraram que para o fungo liquenizado Cladonia
chlorophae, os niveis de acido fumarprotocetrarico foram menores na
costa americana da Carolina do Norte do que nas montanhas Apalachias
(Appalachian mountains), no interior do estado. Os autores
interpretaram essa diferenca como uma protecdo contra as condi¢cdes
severas presentes nas montanhas. Se o ambiente influencia na producéo
de metabdlitos secundarios, devem ser observadas alteracfes ao longo
de um gradiente de condicfes ambientais sobre a distribuicdo das
espécies. Dessa forma, devido as diferencas climaticas entre as regides
Norte e Sul, a relacdo entre a producdo de metabolitos e a localizacédo
geografica pode ser evidenciada. Apesar de ndo ter sido feito o
acompanhamento das diferencas de temperatura para as duas regides de
coleta exploradas neste estudo, é sabido que as temperaturas médias
anuais do estado de SC, especificamente na regido de Lauro Miiller, sdo
menores (19 °C, segundo a classificacido de Képpen-Geiger) que aquelas
para a regido de Diamantina (22,1 °C segundo o INMET). Esse fator
climatico pode explicar o motivo do fungo coletado na regido de Lauro
Muller (UFSC-Pt 222) apresentar atividade antibacteriana, enquanto que
os isolados de Diamantina ndo demonstraram apresentar essa
capacidade.

Apesar do isolado em discussdo apresentar halos de inibicdo de
diametro similar ao do controle positivo frente as bactérias testadas,
deve-se considerar que esse fungo possa potencialmente servir como
modelo biotecnolégico visando uma producdo escalonada do composto
de interesse. As facilidades de se utilizar isolados desse organismo como
produtor de um composto antimicrobiano de interesse se devem ao fato
dos mesmos apresentarem bom crescimento em biorreator (ROSSI,
2002), ndo havendo a necessidade de um investimento muito alto, uma
vez que 0s materiais requeridos para a producdo desse fungo em larga
escala ndo possuem um custo elevado.

5.3 Anélises qualitativas de metabdlitos secundérios

O extrato bruto do fungo com atividade antibacteriana (UFSC-Pt
222) e as fragBes acetato e butanolica foram solubilizados em etanol e
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acrescidos de reagentes indicadores da presenca de alcaloides (Meyer,
Bertrand e Dragendorff). Na fracdo butandlica do extrato observou-se
turbidez com posterior formacdo de um precipitado, indicando a
presenca de alcaloides (Figura 7), especialmente no tubo contendo o
reagente de Dragendorff, o qual foi utilizado como revelador na
cromatografia em camada delgada (Figuras 11B e C).

O extrato bruto e a fracdo acetato de etila ndo apresentaram
variagOes expressivas na turbidez.

A reacdo de Shinoda permite a caracterizacdo de compostos que
contém um ndcleo alfa-benzopirona pela formacdo de coloracdo que
pode variar desde laranja até vermelha (FALKENBERG et al. 2003). O
teste consiste na adicdo de &cido cloridrico e limalhas de magnésio em
tubos contendo o extrato bruto e as fragdes acetato de etila e butanol, a
fim de se verificar a presenca de flavonoides glicosidicos. A reacéo
resultou em uma colora¢do alaranjada no tubo contendo a fracdo
butandlica (Figura 8). Uma vez que a coloracdo vermelha indica
presenca desses compostos, pode-se supor que, devido a coloracdo
alaranjada, existe a presenca de flavonoides nas amostras.

As amostras foram também avaliadas quanto a presenca de
esteroides e triterpenoides a partir da reagdo de Liebermann-Buchard,
envolvendo anidrido acético e acido sulfurico. Um resultado positivo é
indicado pela alteracdo na coloracdo, que pode variar do amarelo ao
azul. Essa alteracdo ocorre devido a desidratacdo e oxidacdo do sistema
de anéis de ciclopentanoperidrofenantreno, formando um esteroide
aromatico (BURKE, 1974; XIONG, 2007).
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Figura 7. Anédlise qualitativa de alcaloides presentes na fragdo butandlica. Da
esquerda para a direita: Meyer, Dragendorff e Bertrand.
Créditos: do Autor.

Figura 8. Reacdo de Shinoda para andlise qualitativa de flavonoides na fragéo
butandlica. O tubo do centro contém o extrato adicionado dos reagentes,
enquanto que o tubo da esquerda contém a solucdo branco e o da direita
somente o extrato.

Créditos: do Autor.
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Figura 9. Reacdo de Lieberman-Burchard para analise qualitativa de esteroides.
O tubo-teste (centro) contém o extrato acrescido dos reagentes. Tubo da
esquerda contém a solucédo branco e o da direita o extrato.

Créditos: do Autor.

A figura 9 mostra que o tubo-teste contendo as amostras e 0s
reagentes mostrou uma leve alteracdo para uma coloracdo amarelada.
Porém, ndo foi observada a coloragdo azul, esperada para essa avaliacéo.
Dessa forma, a andlise qualitativa foi negativa para esteroides.

A tabela 2 sintetiza os resultados obtidos nas andlises qualitativas
guanto a presenca de alcaloides, flavonoides e esteroides no extrato
bruto e fracdes.

Tabela 2. Andlise qualitativa de alcaloides, flavonoides e esteroides presentes
no extrato bruto e fragdes do fungo UFSC-Pt 222.

Extrato Alcaloides Flavonoides Esteroides
EB - - -
FAe - - -
FB + + -

EB: extrato bruto; FAe: fragdo acetato de etila; FB: fracdo butandlica; -
indica auséncia e + indica presenca de cada composto.
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5.4 Auvaliacdo da atividade antioxidante

5.4.1 Teor de fendlicos (Método de Folin-Ciocalteau)

Uma vez que a atividade antioxidante esta relacionada a quantidade
de compostos fendlicos presentes nos extratos, entre eles os flavonoides,
avaliou-se 0 teor destes compostos no isolado flngico que apresentou
atividade antibacteriana, aquele isolado da area afetada pela exploracdo
do carvdo mineral (UFSC-Pt 222)

A técnica empregada para a determinacdo de compostos fendlicos
utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau, que consiste de uma mistura dos
acidos fosfomolibidico (H3Mo01,PO40) € fosfotunguistico (H3W12POy),
no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidagdo
6" (Equacdo 1). Em presenca de certos agentes redutores, como 0s
compostos fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e
tungsténio azul (azul da Prussia). Nestes, a média do estado de oxidacao
dos metais estd entre 5 e 6, e a coloragdo permite a determinacdo da
concentracao das substancias redutoras.

Mo® + W —» Mo + W®* + Mo + W°* (Eq. 1)

Na fracdo butandlica foi encontrado o valor de 46,96 mg de &cido
gélico por grama de amostra. A fracdo acetato de etila apresentou 30,77
mg de acido galico por grama de amostra (Tabela 2). O extrato bruto
ndo foi analisado por apresentar baixo rendimento.

5.4.2 Teor de flavonoides

Para a determinagdo do conteldo de flavonoides nas amostras foi
utilizado um teste que tem como fundamento a formacdo de um anel
estavel contendo seis radicais do atomo de aluminio, proveniente do
reagente AICIlz, com o flavonoide, proveniente da amostra. A formacgéo
deste complexo entre o aluminio e o flavonoide provoca um
deslocamento batocrémico, ou seja, a banda de absor¢édo se desloca para
um comprimento de onda maior, gerando uma intensificacdo da
absorcdo que é analisada por espectrofotometria de UV/VIS.

Os valores obtidos nessa analise foram de 0,09 mg de quercetina
por grama de amostra de fracdo acetato de etila e 0,18 mg de quercetina
por grama de fragdo butandlica. Pode-se observar que a fracéo
butandlica possui o dobro do conteddo de flavonoides que a fracdo
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acetato de etila, que estd de acordo com o maior contetdo de fenélicos
encontrados na fragdo butandlica.

5.4.3 Determinacio do potencial redutor

Um dos métodos mais utilizados na avaliagdo da capacidade
antioxidante de uma amostra é o teste do potencial redutor. O método
baseia-se na reagdo de reducdo de ions férricos (Fe+3) a ions ferrosos
(Fe™) por compostos elétron-doadores (Red). Dessa forma, os ions
ferricianeto ([Fe(CN)s]” sdo reduzidos a ferrocianeto ([Fe(CN)s]*
(Equagdo 2) que, por sua vez, formam um complexo com os ions ferro
IIT de coloragdo azul intensa (azul da Prussia), apresentando pico de
absor¢ao em 720 nm (Fes[Fe(CN)g]3) (Equagdo 3).

Red" + [Fe(CN)s]” —» Red™ + [Fe(CN)s]* (Eq. 2)
3[Fe(CN)g]" + 4Fe’ —» Fey[Fe(CN)gls (Eq. 3)

A quantificag¢do de acido ascorbico na fragdo acetato de etila foi de
338,92 mg de acido ascorbico por grama de amostra, enquanto que na
fracdo butandlica o valor encontrado foi de 346,10 mg de &cido
ascorbico por grama de amostra, portanto a fragdo butandlica possui
maior potencial redutor que a fragdo acetato de etila.

5.4.4 Determinacio da acdo sequestrante do radical livre DPPH

A atividade antioxidante do extrato e fragdes do fungo também foi
determinada utilizando o teste com o radical livre estavel DPPH (2,2-
difenil-picril-hidrazil). Esta molécula apresenta coloracdo violeta
intensa. Se uma substincia presente no extrato ou fracdes ¢ capaz de
doar um atomo de H ao DPPH, a solucao ¢ descolorida.

O sequestro de radical pode ser promovido pela abstragdo de um
atomo de hidrogénio (H') agente redutor, geralmente um composto
fenolico pelo DPPH, promovendo assim sua reducdo (Figura 10),
formando consequentemente compostos radicalares mais estaveis que os
presentes anteriormente (DPPH’). A partir desse principio, pode-se
determinar a sua atividade antioxidante via espectroscopia de UV-VIS
(517 nm).
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Figura 10. Reacéo entre um flavonoide e o radical livre DPPH
Créditos: Gustavo Queiroz

A porcentagem de DPPH encontrada na fragdo butandlica foi de
62,63%, e na fragdo acetato de etila 28,03%. Dessa maneira, a
porcentagem de atividade antioxidante foi de 37,37% para a fracdo
butandlica e 28,03% para a fracdo acetato de etila.

A tabela 3 sintetiza os valores obtidos nos testes de avaliacdo da
atividade antioxidante, porcentagem de DPPH, determinacdo do
contetido de fendlicos e flavonoides para o isolado UFSC-Pt222. Pode-
se observar que a fracdo butanolica possui maior contetdo de fendlicos
e de flavonoides e também a maior atividade antioxidante quando
avaliado pelo teste com DPPH e pela determinagdo do potencial redutor.

Tabela 3. Determinacdo da atividade antioxidante, porcentagem de DPPH,
andlise de fendlicos, flavonoides totais e potencial redutor de fragdes obtidas do
isolado fungico UFSC-Pt 222 e da planta Bunchosia armeniaca (ciruela).

Fenolicos  Flavonoides F;%t;Sg? DPPH AA
Extrato (mga.g./g (mg QE/g (Mg a.alg (%) (%)
amostra) amostra)
amostra)
ISOLADO FUNGICO UFSC-Pt 222
EB N/D N/D N/D N/D N/D
FAe 30,77 0,09 346,10 71,97 28,03
FB 46,96 0,18 338,92 62,63 37,37
PLANTA Bunchosia armeniaca (Queiroz, 2012)
EB 45,98 18,68 146,60 29,40 70,60
Fl 14,35 17,56 122,00 22,70 77,30
FH 21,94 9,80 127,20 16,10 83,90
FAe 72,43 52,78 270,30 66,90 33,10
FB 59,83 24,60 204,30 37,20 62,80

EB: extrato bruto; Fl: fragdo insoluvel; FH: fracdo hexano; FAe: fragdo acetato
de etila; FB: fracdo butandlica; N/D: ndo determinado; a.g.: acido galico; QE:
quercetina; DPPH: 2,2-difenil-picril-hidrazil; A.A.: atividade antioxidante; a.a.:
acido ascorbico.

A comparacdo desses valores com os valores obtidos por Queiroz
(2012) em estudo utilizando a planta Bunchosia armeniaca (tabela 2),
demonstra que o fungo P. microcarpus UFSC-Pt 222 possui menor



56

guantidade de fenolicos e de flavonoides. Adicionalmente, apresentou
baixa porcentagem de atividade antioxidante (< 50%), na concentracdo
de 200 pg/mL.

Apesar do isolado UFSC-Pt 222 ter apresentado resultado negativo
para esteroides e triterpenos (tabela 2), estudos utilizando Pisolithus
tinctorius, uma das espécies mais conhecidas desse género,
demonstraram que ela produz pisosterol, um triterpeno que possui
atividade antioxidante contra células tumorais (MONTENEGRO et al.,
2004). Anteriormente, Suh e colaboradores (1991) haviam demonstrado
atividade antifungica por fendlicos produzidos por essa espécie em
cultivo submerso.

Outros fungos, tais como os endofiticos, constituem uma fonte
alternativa de substancias para amenizar o efeito da oxidacdo causada
pela liberagdo de radicais livres em tecidos e drgdos (HUANG et al.,
2007). Exemplos de fungos endofiticos com atividade antioxidante s&o
Pestalotiopsis microspora, associado a planta Terminalia morobensis,
gue produz os metabdlitos pestacina e isopestacina (HARPER et al.,
2003; STROBEL et al, 2003), e Cephalosporium sp. e
Microsphaeropsis olivacea, associados a Trachelospermum jasminoides
e Pilgerodendro uviferum, respectivamente, produtores do metabolito
grafislactona A (SONG et al., 2005). Normalmente, além da capacidade
antioxidante, esses compostos apresentam atividade anti-inflamatoria,
antiviral, antibacteriana e antitumoral.

Exemplos de antioxidantes mais comuns sdo o0 beta-caroteno
(precursor da vitamina A), que atua na diferenciacao celular e prevengdo
de tumores (BIANCHI e ANTUNES, 1999), certos minerais,
responsaveis pela funcionalidade enzimatica em enzimas dependentes
de ions para conversdo de oxidantes, processo antagdnico a
carcinogénese (MACHLIN e BENDICH, 1987), e os flavonoides
(fendlicos encontrados em plantas), os quais inibem a peroxidacdo
lipidica (BIANCHI e ANTUNES, 1999; SOARES, 2002). Outros
fendlicos, como as catequinas encontradas no cha verde e a quercetina,
podem inibir tumores. Em plantas, sabe-se que a atividade antioxidante
normalmente esta relacionada aos elevados niveis de fendis encontrados
nos extratos desses organismos (CAl et al., 2004).

Alguns géneros como Aspergillus, Mucor, Neurospora, Rhizopus e
Penicillium produzem tanase, enzima extracelular produzida na
presenga de &cido tanico, responsavel pela reducdo de taninos em &cido
galico e glicose (LEKHA e LONSANE, 1997). Essa enzima possui
importante aplicacdo biotecnoldgica, podendo atuar na industria
farmacéutica pela produgdo de drogas antibacterianas e na indistria
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alimenticia, agindo na reducdo de taninos presentes em alimentos como,
por exemplo, sucos de frutas (MUKHERJEE e BANERJEE, 2006). Os
taninos ocorrem em uma ampla variedade de vegetais, podendo ser
encontrados nas raizes, folhas, frutos, sementes e cascas de plantas
(AGUILAR e GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001). Esses compostos
pertencem a um grupo de fendlicos provenientes do metabolismo
secundario das plantas (HASLAM, 1996).

Estudos com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) demonstram
gue compostos fenodlicos, especialmente do grupo dos flavonoides,
tendem a estimular o desenvolvimento de diversas espécies de FMA e a
consequente colonizacdo do fungo nas raizes, aumentando os beneficios
gue os fungos proporcionam as plantas (ELIAS e SAFIR, 1987; TSAIl e
PHILLIPS, 1991; BECARD et al., 1992; BATISTA e SIQUEIRA,
1994; KAMINSKI et al., 1994; SILVA-JUNIOR e SIQUEIRA, 1997).

Em estudo avaliando a atividade antioxidante de trufas (Terfezia
claveryi Chatin e Picoa juniperi Vittadini) e cogumelos comestiveis
(Lepista nuda, Lentinus edodes, Agrocybe cylindracea, Cantharellus
lutescens e Hydnum repandum), Murcia et al. (2002) observaram que,
em comparagdo com antioxidantes alimenticios, os fungos analisados
apresentaram porcentagens de inibicdo de oxidagdo maiores que 0s
antioxidantes comerciais testados (a-tocoferol, BHA, BHT e galato de
propila).

Kasuga et al. (2006) estudaram a atividade antioxidante de dois
pigmentos isolados do fungo ectomicorrizico Suillus bovinus em
comparagdo aos antioxidantes BHA e tocoferol, os quais demonstraram
atividade eficiente em sistema de emuls&o.

Esses relatos indicam que, apesar de ndo existirem muitos estudos
sobre a atividade antioxidante de fungos, em especial basidiomicetos,
esses organismos produzem substancias com essa capacidade.

5.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Com a finalidade de estimar a composi¢do quimica dos extratos e
fragbes do fungo que apresentou atividade antibacteriana (UFSC-Pt
222), foi realizada cromatografia em camada delgada com o extrato
bruto e fracdo butandlica. Utilizou-se como eluentes o sistema de
solventes CHCI3:EtOH 10:90 (v/v). Ap6s o desenvolvimento da
cromatografia, o cromatograma foi visualizado pela revelagdo do
mesmo com anisaldeido sulfarico (Figura 11). Tendo em vista que 0s
compostos foram deslocados com o uso de um sistema de solventes
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muito polar, pode-se sugerir que 0s mesmos também sejam de alta
polaridade.

O cromatograma da fracdo acetato de etila (AcOEt) mostrou
apenas duas manchas, uma no centro e outra proxima a borda superior
da placa (Figura 12), Com sistema de solventes Hexano:AcOEt 70:30
(v/v). Em comparagdo com os cromatogramas desenvolvidos para o
extrato bruto e fragdo butanol, a fracdo acetato de etila mostrou-se com
menor nimero de compostos e menos polares. Esta amostra foi entdo
encaminhada para analise por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e por espectroscopia de infravermelho (IV) a fim de se
verificar a possivel classe de metabdlitos existentes nesta fragéo.

Figura 11. A) Placa cromatografica em contato com o sistema de solventes
composto por CHCI3:EtOH 10:90 (v/v). B) Cromatografia em camada delgada
utilizando extrato bruto (Eb) e fragcdo butandlica (Fb) revelada com reagente
anisaldeido.

Créditos: do Autor.

No cromatograma do extrato bruto e da fragdo butandlica foram
observadas duas manchas mais aparentes na revelagdo com anisaldeido
sulfarico (Figura 13A). A fim de se verificar se as substancias coradas
pertenciam & classe dos alcaloides, uma nova placa cromatogréafica foi
desenvolvida com o extrato bruto e as fraces acetato de etila e butanol,
utilizando reagente de Dragendorff como revelador (Figuras 13B e C).
A coloracdo em tons de amarelo e marrom é um indicativo da presenca
de alcaloides nas amostras. Portanto, no extrato bruto e na fracdo acetato
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de etila foi observada a presenca de alcaloides. Na andlise qualitativa,
somente a fragdo butandlica foi positiva para a presenca desses
compostos.

Figura 12. Cromatograma do extrato bruto, fracdo butandlica e fragdo acetato

de etila.
Créditos: do Autor.

Figura 13. Cromatografia em camada delgada. A) Extrato bruto e fragdo
butandlica reveladas com reagente anisaldeido. B) contém o extrato bruto e a
fracdo butandlica. C) contém a fracdo acetato. Ambas as placas foram reveladas
com reagente indicador para alcaloides (Reagente de Dragendorff).

Créditos: do Autor.
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55 Ressonancia Magnética Nuclear de *H

Nas andlises cromatogréaficas observou-se que a fracdo acetato de
etila apresentou menor nimero de manchas na CCD, além de possuir
compostos pouco polares que se deslocaram a uma altura acima do
esperado. Com a finalidade de se obter um espectro que permitisse a
visualizagdo dos grupos funcionais presentes na amostra, foi realizada a
ressonancia magnética nuclear de *H.

Inicialmente a amostra foi solubilizada em metanol deuterado,
porém ndo se observaram muitos picos devido a baixa solubilidade da
amostra (Figura 14).

Uma nova tentativa de analise de RMN de 'H utilizando acetona
deuterada como solvente mostrou um espectro com maior quantidade de
picos. Na figura 15 pode-se observar a ocorréncia de um pico em 12,24
ppm, indicativo de um hidrogénio de aldeido, e um pico em 7,67 ppm,
corresponde a hidrogénios aromaticos. Os picos entre 4 e 5 ppm indicam
a presenca de hidrogénios ligados a carbonos, que estéo ligados, por sua
vez, a oxigénios (H-C-0). Os demais picos em campo alto, entre 1,93 a
0,13 ppm correspondem a hidrogénios ligados a carbonos sp®, sp? e sp.

_JPSTHU.001.esp
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Figura 14. Espectro de RMN 'H da frag&o acetato de etila do isolado UFSC-Pt
222 solubilizada em metanol deuterado.
Créditos: do Autor.
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A observacdo do conjunto destes picos, em especial 0s picos em
campo alto, sugere que 0 composto majoritario de interesse seja um
triterpeno ou esteroide, embora o resultado do teste analitico tenha sido
negativo para esta classe de compostos.
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Figura 15. Espectro de RMN 'H da frago acetato de etila do isolado UFSC-Pt
222 solubilizada em acetona deuterada.
Créditos: do Autor.

5.6 Analises por espectroscopia de Infravermelho (1V)

A espectroscopia de infravermelho (IV) estuda a vibracdo dos
atomos da molécula ao receber uma radiagdo. E obtida geralmente pela
passagem da radiagdo de IV através da amostra e pela determinagdo da
radiagdo incidente absorvida a determinada energia. A energia de cada
pico em um espectro de absor¢do corresponde a frequéncia de vibragdo
de parte da molécula da amostra. E uma técnica muito importante na
andlise organica qualitativa, sendo amplamente utilizada nas éareas de
quimica de produtos naturais, sintese e transformagdes organicas
(LOPES e FASCIO, 2004). Entre as vantagens de se utilizar essa
ferramenta estdo a rapidez, o baixo custo, o uso de produtos nao toxicos,
e o fato da analise das amostras ndo ser destrutiva (LEVASSEUR-
GARCIA, 2012).

Para a verificagdo da classe de grupos funcionais existentes na
amostra flngica, a fracdo butanol foi submetida a analise por
espectroscopia de Infravermelho (Figura 16). Neste caso, observa-se a
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presenca de uma banda intensa em 3383,72 cm™ indicativas de grupos O
— H, bandas em 2935 e 2902 cm™, indicativas de absorcéo de ligacdo C
— H de carbonos alifaticos sp2 e sp3, e uma banda intensa em 1032 cm™,
estiramento caracteristico de absorcéo de ligagdes C — O.

A andlise conjunta destes dados indica a presenca de compostos
altamente hidroxilados, porém essas substancias sdo comuns para
diversas substancias.

A presenca de uma banda incomum para materiais de natureza
como a do isolado UFSC-Pt222 em 1641 cm™ pode indicar um grupo
funcional das olefinas (alcenos), caracterizado pelas regifes entre 1680
—1630 cm™ (LOPES e FASCIO, 2004).

Terpenos, especificamente monoterpenos, séo olefinas ativadas que
podem ser biotransformadas por fungos filamentosos, leveduras,
bactérias, entre outros organismos (VAN DYK et al., 1998;
CARBALLEIRA et al., 2004; CRAMAROSSA et al., 2005).

Em anélise de RMN de *3C e IV, Zamuner e colaboradores (2005)
verificaram a presenca de quatro triterpenos derivados de lanostano
(pisosterol, epi-pisosterol, agnosterol e lanosterol), além de um novo
triterpeno, pisosteral, em P. tinctorius. Nessa ocasido, a andlise por 1V
mostrou que os triterpenos apresentaram estiramentos entre 3463-3443,
2927-2924, 2877-2853, 1739-1738 e 1636-1630 cm™.

Uma vez que o valor de 1641 cm™ foi encontrado no presente
trabalho, a substancia de interesse pode ser um triterpenoide, devido a
proximidade do valor encontrado no trabalho de Zamuner e
colaboradores (2005), além de estar entre os valores caracteristicos do
grupamento das olefinas (1680 — 1630 cm™), como mencionado
anteriormente.

O mecanismo de ac¢éo antimicrobiano dos terpenos ainda ndo esta
totalmente elucidado, entretanto acredita-se que esteja relacionado com
a disrupcdo da membrana plasmatica pelos compostos lipofilicos
presentes nos terpenos (COWAN, 1999).

Tendo em vista a possibilidade da substancia de interesse ser um
triterpenoide, isso justificaria a baixa atividade antioxidante pelo fungo,
uma vez que existe um grande ndmero de hidroxilas, as quais ndo
possuem natureza fendlica e, dessa forma, ndo geram radicais livres
estéreis para ressonancia.

Considerando que a analise qualitativa foi negativa para terpenos,
investigagOes futuras sdo necessarias para elucidar a real identidade do
composto identificado no espectro de infravermelho. Somente de posse
dessa informacgdo serd possivel determinar se moléculas dessa natureza
estdo sendo produzidas pelo fungo estudado nesse trabalho.
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Figura 16. Espectro de Infravermelho referente a fragcdo butandlica do fungo
UFSC-Pt 222.
Créditos: do Autor.
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. CONCLUSOES

O fungo Pisolithus microcarpus, isolado UFSC-Pt 222, obtido de
area impactada pela mineracdo de carvao, apresentou atividade
antibacteriana frente as cepas de S. aureus e P. aeruginosa
empregadas no ensaio de difusdo em agar. Por outro lado, os isolados
de area ndo impactada ndo apresentaram essa atividade.

Os exsudatos do fungo D17 ndo apresentaram atividade
antibacteriana no ensaio de difusdo em agar.

A andlise qualitativa utilizando o extrato e frag6es indicou a presenca
de alcaloides e flavonoides em baixas quantidades na fracdo
butandlica do isolado oriundo de area degradada pela mineracédo de
carvao.

Os ensaios de determinacdo de fenolicos e flavonoides e atividade
antioxidante avaliada pela captura de radicais livres pelo DPPH e
pelo teste do potencial redutor culminaram em resultados pouco
expressivos para 0s compostos/variaveis analisadas.

As andlises por RMN de 'H e IV sugerem que as substancias
responsaveis pela atividade antibacteriana do fungo UFSC-Pt 222
pertencem a classe dos triterpenos e/ou esteroides, fato que justifica a
baixa atividade antioxidante do fungo.
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