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...Acorde de manhd e decida entre duas coisas:
ficar de mau humor e transmitir isso adiante ou
sorrir... Bom mesmo é ter problema na cabeca,
sorriso na boca e paz no coragéo!

(Arnaldo Jabor)






RESUMO

O basidiomiceto Antrodia albida foi cultivado em quatro diferentes
caldos de cultivo para estudo da producdo da biomassa e da substancia
bioativa. Os extratos obtidos a partir de micélio cultivado no meio MNM
apresentaram maiores halos de inibigdo do crescimento bacteriano em
comparacdo com os obtidos a partir de micélios cultivados nos outros
meios. Foi observado um aumento progressivo da biomassa fingica até o
30° dia de incubacdo. A substancia ativa comecou a ser produzida a partir
do 15° dia de cultivo. Os extratos se mostraram instaveis quando
armazenados sob vacuo por um periodo de tempo superior a 30 dias. A
atividade antibacteriana de extratos obtidos a partir de A. albida foi
avaliada contra trés espécies bacterianas Gram-negativas (Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048) e trés espécies Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Micrococcus sp., Bacillus cereus ATCC 11778).
Os extratos foram ativos contra S. aureus, B. cereus, Micrococcus sp. e P.
aeruginosa. A partir do cultivo em meio sélido foi possivel determinar a
concentracgao inibitéria minima para S. aureus (15 mg/ml) e para E. coli
(20 mg/ml). Os extratos obtidos foram caracterizados quimicamente
através de GC-MS. As andlises quimicas realizadas identificaram um
total de dezessete diferentes substancias presentes nos extratos testados,
dentre as quais, seis destas substancias apresentam registros sobre
atividades biologicas e importancia econémica na literatura consultada,
tais como: efeito imunossupressor, efeito supressor da proliferacdo de
linhagens de células cancerosas, diminui¢do dos niveis de colesterol,
atividade neuroprotetora e hepatoprotetora, atividade antiinflamatoria,
atividade inibitoria de “Quorum Sensing” e formacéo de biofilmes.

Palavras chave: Antrodia albida, resisténcia bacteriana, Basidiomycetes,
atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The basidiomicete Antrodia albida was grown in four different broths to
study the production of biomass and bioactive substance. The extracts
obtained from mycelium grown in MNM medium showed greater
inhibition zones of bacterial growth compared with those obtained from
mycelia grown in other media. It was observed a progressive increase in
fungal biomass until the 30th day of incubation. The active substance
began to be produced from the 15th day of cultivation. The extracts were
unstable when stored under vacuum for a period exceeding 30 days.
Antibacterial activity of extracts from A. albida was evaluated against
three Gram-negative bacterial species (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter aerogenes ATCC
13 048) and three Gram-positive species (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Micrococcus sp., Bacillus cereus ATCC 11 778). Extracts were
active against S. aureus, B. cereus, Micrococcus sp. and P. aeruginosa.
From the cultivation on solid medium was possible to determine the
minimum inhibitory concentration for S. aureus (15 mg / ml) and E. coli
(20 mg / ml). The extracts were chemically characterized by GC-MS. The
chemical analysis identified a total of seventeen different substances in
the tested extracts. Six of these substances have been reported in the
literature as having biological activities and economic importance, such
as immunosuppressive effects, suppressive effects in the proliferation of
cancer cell lines , decreased levels of cholesterol, neuroprotective and
hepatoprotective activities, antiinflammatory activities, inhibitory
activities of “Quorum Sensing” and biofilm formation.

Key words: Antrodia albida, bacterial resistance, Basidiomycetes,
antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

Os fungos constituem um diverso grupo de organismos
eucaridticos e heterotroficos, que se destacam pelo modo de nutri¢do
absortiva que apresentam. Estdo distribuidos por todo o globo terrestre,
explorando diversos nichos ecoldgicos (Esposito & Azevedo, 2004;
Galvagno & Forchiassin, 2004).

Especificamente, o0s fungos da classe Basidiomycetes,
popularmente chamados de orelhas-de-pau ou de cogumelos,
apresentam grande importdncia na inddstria alimenticia, na
biorremediacdo de &reas degradadas, no processo de biopolpacdo do
papel, e principalmente na indudstria farmacéutica, entre outros usos,
devido a extensa aplicabilidade dos metabolitos secundarios produzidos
pelos mesmos (Worrall et. al., 1997). Por esses motivos, 0 grupo dos
basidiomicetos tem sido objeto de inimeros estudos.

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos por plantas, fungos,
bactérias, protozoarios, insetos e animais, em resposta aos estimulos
externos como alteracBes nutricionais, modificacGes das condicbes do
ambiente como pH e temperatura, infeccbes e competicdo. O termo
“metabdlito secundario” foi primeiramente utilizado por Bu'Lock no
inicio dos anos 60, para caracterizar metabdlitos microbianos, néo
essenciais para o metabolismo basal da célula, produzidos a partir da
diferenciacdo bioquimica de um organismo. Muitos desses metabélitos
tém sido relacionados com a atividade bioldgica, representando
importante fonte de novos medicamentos. Aproximadamente um tergo
das drogas mais vendidas no mundo sdo produtos naturais ou derivados
destes. O ponto decisivo foi a descoberta da penicilina em 1928 e a sua
posterior industrializacdo durante a segunda Guerra Mundial. O incrivel
sucesso do desenvolvimento dos produtos naturais com atividade
antibacteriana no periodo pés-guerra estimulou pesquisas relacionadas a
novos agentes derivados destes produtos (Strohl, 2000; Lancini &
Lorenzetti, 1993).

Segundo Stadler e Keller (2008), mais de 1500 metabdlitos
fingicos, estudados entre 1993 e 2001, apresentaram atividade
antibidtica ou antitumoral, e 57% dos cogumelos j& estudados contém
potentes substancias antibiéticas (Martin, 2001). Portanto, os fungos tém
se revelado fontes promissoras para a obtencdo de novos compostos
com atividade antimicrobiana.

A primeira investigacdo sobre o potencial dos basidiomicetos
como fonte de antibidticos foi desenvolvida por Anchel, Hervey e
Wilkins em 1941, quando examinaram extratos do basidioma e do
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micélio de mais de 2000 espécies, detectando atividade antibiotica
(Brizuela et al., 1998). Estudos subsequentes levaram ao isolamento e
identificacdo de pleuromutilina, um diterpendide utilizado no tratamento
de infecgdes causadas por micoplasma e a partir deste composto, foi
desenvolvido o primeiro antibidtico comercial originado de um
basidiomiceto. Porém, o interesse na producéo de antibiéticos derivados
de basidiomicetos diminuiu consideravelmente ap6s o inicio dos
trabalhos com bactérias filamentosas (actinobactérias) e “mofos”
(deuteromicetos), pois estes se mostraram mais produtivos e de facil
cultivo, sendo amplamente investigados como uma das principais fontes
de novos metabdlitos. A industria farmacéutica, entéo, desviou-se das
pesquisas com basidiomicetos e concentrou-se nos deuteromicetos.
Atualmente, devido ao desenvolvimento de novas tecnologias de
fermentacdo e purificacdo, os basidiomicetos tornaram-se, novamente,
fonte potencial de novos antibidticos (Stamets, 2006; Rosa et al., 2003;
Suay et al., 2000; Brizuela et al., 1998; Gragg et al., 1997).

O grande potencial biotecnoldgico da diversidade fungica
brasileira contrasta com o0s poucos estudos relacionados com a
descoberta de novos compostos bioativos a partir de basidiomicetos em
nosso pais (Rosa et. al., 2003). Dentre os estudos desenvolvidos, figura
a producdo de cinabarina por estirpes de Pycnoporus sanguineus (L.)
Mur; substancia esta, ativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas; pesquisas sobre a atividade antiflngica de esterdides e
triterpendides isolados de Ganoderma annulare (Fr.) Pat. e de
Ganoderma applanatum (Pers.) Pat., além da atividade antibidtica de
outras 84 espécies de basidiomicetos contra 12 espécies bacterianas de
importancia clinica (Rosa et al., 2003; Smania et al., 2003; Smania et
al., 1999; Smania et al., 1998; Smania et al., 1995a).

Estudos dessa natureza também vém sendo realizados em outros
paises. Na Espanha, por exemplo, foram coletadas 204 espécies de
basidiomicetos, dentre as quais 109 apresentaram atividade
antimicrobiana (Suay et al., 2000). Na Alemanha, foram isolados
sesquiterpendides de culturas de basidiomicetos do género
Gloeophyllum, que foram submetidos a testes quanto a atividades
bioldgicas (Rasser et al., 2000). O desenvolvimento tecnoldgico na area
biologica despertou o interesse a respeito dos fungos como fonte
inovadora de novos compostos, uma vez que as culturas fangicas so de
facil manipulagéo genética, podendo gerar um aumento da diversidade e
producdo de metabdlitos secundarios (Stadler & Keller, 2008).
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Agentes antimicrobianos e resisténcia bacteriana:

A antibioticoterapia é provavelmente a mais bem sucedida forma
de controle de doencas infecciosas desenvolvida no século XX, que vem
sendo atualizada até os dias de hoje (Wright, 2007; Putman et al., 2000;
Gold & Moellering, 1996). Cerca de um terco de todos os pacientes
hospitalizados recebe em algum momento de sua internagdo tratamento
com agentes antimicrobianos (Corréa, 2004).

As primeiras descri¢cdes sobre 0 uso de agentes antimicrobianos
datam de 3000 anos, quando os médicos chineses usavam bolores para
tratar tumores inflamatérios e feridas infectadas (Tavares; 2009).

H4, porém, uma grande confusdo ao redor dos termos
“antibidtico” e “antimicrobiano”. Segundo o conceito original de
Waksman, estabelecido em 1942, antibidticos sdo substancias extraidas
de seres vivos, geralmente microscopicos (microrganismos) e que tem
acdo antimicrobiana. S8o metabdlitos microbianos que em baixas
concentragcbes sdo capazes de inibir o crescimento de outros
microrganismos. Essa inibicdo pode ser permanente, ou seja, quando a
substancia é capaz de matar a célula microbiana. Nesse caso sao
utilizados os termos “bactericida”, “fungicida” entre outros relacionados
ao microrganismo alvo. A inibicdo também pode ser temporéria, agindo
somente enquanto o antibidtico estd presente, inibindo o crescimento e
reproducdo do microrganismo. Nesse caso utiliza-se o termo
“bacteriostatico”. Os antibioticos utilizados na pratica médica sdo
derivados principalmente de fungos dos géneros Penicillium e
Cephalosporium, de actinobactérias dos géneros Streptomyces,
Nocardia e Micromonospora e de outros grupos de bactérias, incluindo
0s géneros Bacillus e Pseudomonas, chamados de antibidticos naturais.
Ja o0s antibidticos semi-sintéticos sdo obtidos através da adicdo de
radicais ao nucleo ativo do antibiético natural. As penicilinas semi-
sintéticas, por exemplo, sdo obtidas a partir da adicdo de diferentes
radicais ao seu nulcleo ativo, o &cido 6-aminopenicilanico. Existe
também a possibilidade de se adicionar as culturas de microrganismos,
diferentes substancias quimicas capazes de alterar a estrutura molecular
das substéncias produzidas, originando dessa forma os antibiéticos
biossintéticos, como por exemplo, a penicilina V. Alguns antibiéticos
como o cloranfenicol, o qual foi obtido inicialmente através do cultivo
da bactéria Streptomyces venezuelae, passaram a ser sintetizados em
laboratério, por apresentarem estrutura molecular simples. Essas
substancias passaram a ser designadas sintobi6ticos (Tavares, 2009;
Neto et al., 1994). Segundo Corréa (2004), os guimioterdpicos sdo
substancias estritamente sintéticas, produzidas em laboratério. Porém,
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para Neto e colaboradores (1994) e Tavares (2009) os quimioterapicos
podem englobar, além de substancias sintéticas, também aquelas
produzidas por plantas. O termo antimicrobiano é utilizado para
designar o conjunto dos antibi6ticos e quimioterapicos (Corréa, 2004;
Neto et al., 1994; Lancini & Lorenzetti, 1993). Alguns autores
consideram estes termos como sendo sinbnimos. Porém, no presente
trabalho foi adotada a definigdo descrita acima.

As primeiras pesquisas relacionadas aos agentes antimicrobianos
foram realizadas no final do século XI1X, e durante o século XX, duas
linhas de pesquisa desenvolvidas em paralelo obtiveram sucesso na area
de antibidticos: o isolamento de produtos naturais com atividade
bioldgica e o desenvolvimento de antimicrobianos semi-sintéticos. Estas
descobertas abriram caminho para a “era de ouro” dos antibidticos
(1940-1960) durante a qual a maioria das classes de antimicrobianos
atualmente utilizados na medicina foi caracterizada (Wright, 2007;
Clardy et al., 2006). No entanto, em pouco tempo, o “aparecimento” e a
disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos entre organismos
patogénicos, tornaram ineficientes muitos dos medicamentos
disponiveis para o tratamento de algumas doencas infecciosas (Cirz et
al., 2005; Putman et al., 2000).

As conseqliéncias da resisténcia bacteriana sdo preocupantes,
uma vez que a variedade de organismos resistentes, as localidades
afetadas por tais microrganismos e a amplitude da resisténcia em um
Unico organismo sdo sem precedentes (Levy & Marshall, 2004). Com
isso, agentes etiolégicos que eram sensiveis a determinados
medicamentos, durante a década de 80, agora causam doencas
reemergentes, de dificil tratamento, mesmo com o uso de
antimicrobianos de Ultima geragdo (Donadio et al., 2002).

A resisténcia bacteriana vem aumentando consideravelmente nas
Gltimas décadas, enquanto que o ritmo de descoberta de novos
antibiéticos est4d decaindo, ndo acompanhando a adaptagdo dos
microrganismos patogénicos. Alguns microrganismos tornaram-se
resistentes a quase todos os antimicrobianos usados na clinica. Entre
estes, devem ser destacadas estirpes de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina, Enterococcus sp. resistentes a vancomicina e de
Micobacterium tuberculosis multi-resistentes (Guzman-Blanco, et al.,
2009; Migliori, et al., 2009; Zarate, et al., 2007; Russel, 2002).

A selecdo de estirpes bacterianas resistentes teve inicio em
hospitais, onde o uso de antibidticos é intenso. Estirpes de Streptococcus
pyogenes resistentes as sulfonamidas emergiram em hospitais militares
nos anos 30. J& S. aureus resistente & penicilina comegou a aparecer em
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hospitais civis pouco tempo ap6s a introducdo da penicilina na pratica
clinica, na década de 40. Em seguida, a situacdo se agravou com o
surgimento de organismos multi-resistentes, que se tornaram um grande
desafio a ser superado pela medicina moderna (Levy & Marshall, 2004;
Russel, 2002; Wright, 2007).

A resisténcia aos multiplos farmacos foi primeiramente detectada
entre o final dos anos 50 e o inicio dos anos 60, em bactérias entéricas
como Escherichia coli, Shigella sp. e Salmonella sp. Posteriormente,
préximo a década de 70, organismos causadores de doencas
respiratorias e geniturindrias (Haemophilus influenzae e Neisseria
gonorrhoeae, respectivamente) comecaram a apresentar resisténcia a
ampicilina, bem como ao clorafenicol e as tetraciclinas. Devido ao uso
abusivo de antibidticos, o nivel e espectro da multi-resisténcia
aumentaram, propagando-se em diferentes espécies bacterianas,
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde os antibi6ticos
podem ser adquiridos sem prescricdo médica, as condi¢cdes sanitarias
sd0 precérias e ndo h& recursos financeiros para a aquisicdo de
medicamentos eficazes (Levy & Marshall, 2004; Russel, 2002).

Mecanismos de ac¢do dos agentes antimicrobianos:
Os agentes antimicrobianos atuam nas células bacterianas através
dos principais mecanismos de acao descritos abaixo:

-Inibicdo da sintese de peptidoglicanos: a parede celular da
célula bacteriana, tanto Gram-positiva quanto Gram-negativa, possui
diversos componentes, sendo sua camada basal constituida por
peptidoglicanos. Os peptidoglicanos sdo polimeros mucopeptideos
complexos, rigidos que tem como componentes dois agucares (0 acido
N-acetilmuramico e a N-acetilglicosamina) e quatro peptideos (a 1-
alanina, o é&cido d-glutdmico, a 1-lisina e a d-alanina). Alguns
antimicrobianos séo capazes de interferir na sintese de peptidoglicanas,
implicando na formacgdo de uma parede celular incompleta, ocasionando
a lise da célula bacteriana. Os antimicrobianos 3-lactamicos, como por
exemplo, as penicilinas e as cefalosporinas, atuam blogueando a
transpeptidacdo, processo responsavel pela unido dos componentes
individuais da peptidoglicana. Ja a bacitracina impede a unido dos
precursores da peptidoglicana com a substancia lipidica responsavel por
seu transporte através da membrana plasmatica para o meio extracelular.
A vancomicina, por sua vez, impede a liberacdo destes precursores, que
permanecem ligados a substancia lipidica.
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-Alteracéo da funcdo da membrana plasmatica: uma vez que
a estrutura da membrana citoplasmatica é alterada, o conteddo da célula
sofre extravasamento. Dependendo das condi¢des da membrana celular
bacteriana, ions, moléculas pequenas e macromoléculas podem deixar o
interior da célula, com prejuizo varidvel ao seu metabolismo. As
polimixinas, por exemplo, possuem afinidade por radicais fosfato
existentes na membrana citoplasmatica. Ligando-se a esses radicais, as
polimixinas induzem alteracGes funcionais, resultando na perda de
conteudo celular e morte da bactéria.

-Interferéncia na sintese de &cidos nucléicos: 0s
antimicrobianos deste grupo interferem na sintese de DNA, de RNA ou
de ambos, atuando geralmente como bactericidas. As rifamicinas, por
exemplo, interferem na atividade da RNA-polimerase, formando
complexos estaveis com a enzima, inibindo o processo de transcri¢do da
informacdo genética. J& os quimioterapicos do grupo das quinolonas,
atuam inibindo a acdo da DNA-girase. Assim a dupla hélice de DNA
ndo se forma completamente, resultando na morte da célula bacteriana .

-Interferéncia na sintese de proteinas: os antibiéticos deste
grupo atuam inibindo a sintese de proteinas ou ocasionando a formacédo
de proteinas anormais. O clorafenicol e os macrolideos, por exemplo,
atuam inibindo a sintese protéica fixando-se sobre a subunidade 50S dos
ribossomos. As tetraciclinas inibem a sintese de proteinas através da
ligacdo a subunidade 30S dos ribossomos. Ja os antibidticos
aminoglicosideos, como a neomicina, a gentamicina, entre outros;
fixam-se na subunidade 30S dos ribossomos bacterianos, provocando
um erro na leitura e incorporacdo de aminoacidos ao peptideo em
formagdo, gerando uma proteina defeituosa que é letal para a célula
bacteriana (Tavares, 2009; Franklin & Snow, 2005; Russel, 2002; Neto
etal., 1994).

E através dessas interagdes que o agente antimicrobiano blogueia
0 crescimento do patdgeno e eventualmente causa a sua morte. Porém, a
eficacia de um antibidtico depende basicamente de trés fatores: atuacdo
especifica no alvo molecular, acesso ao alvo dentro do patdgeno e a
interacdo do antimicrobiano com o hospedeiro do patégeno (Donadio et
al., 2002).

Mecanismos de resisténcia bacteriana:

Alguns dos mecanismos de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos sdo bastante conhecidos. Basicamente, os principais
mecanismos de resisténcia envolvem: redugdo da entrada dos
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antibidticos na célula, degradacdo do antimicrobiano e modificacdo de
sitios de ligagdo especificos (Poole, 2002; Russel, 2002).

-Modificacdo ou destruicdo enziméatica: 0 mecanismo
predominante e mais eficaz de resisténcia bacteriana através da
modificacdo ou destruicdo enzimatica recai sobre a producdo de R-
lactamases (figura la). Estas sdo enzimas que inativam o agente
antimicrobiano (antibidtico B-lactamico) através da hidrolise do anel -
lactimico da molécula. Quatro classes de R-lactamases sdo
reconhecidas: Classe A (penicilinases), Classe B (metalo- 3-lactamases),
Classe C (cefalosporinases) e Classe D (oxacilinases). A aquisi¢do desse
tipo de resisténcia se da através da ndo supressio de genes
cromossdmicos ou através da aquisicio de elementos extra-
cromossdmicos que possuem os genes de resisténcia. Da mesma forma,
a resisténcia a aminoglicosideos é baseada em uma modificacdo na
molécula do agente antimicrobiano, o que compromete a sua ligagdo ao
sitio-alvo. Trés tipos de modificacdo sdo conhecidos, catalisadas por O-
fosfotransferases, O-adeniltransferases e N-acetiltransferases (Wright,
2007; Poole, 2002; Putman et al., 2000).

-Alteracdo de sitios-alvo: esse mecanismo de resisténcia talves
seja 0 mais especifico (figura 1b). Mudancas nos sitios-alvo, nos quais
se ligam os medicamentos, interferem ou limitam a interacdo do
patégeno com o antibiético, prevenindo o efeito bacteriostatico e/ou
bactericida, promovendo entdo a resisténcia bacteriana a estes
medicamentos. Um mecanismo muito comum de resisténcia a uma
classe de antibidticos, por exemplo, envolve a modificacdo dos seus
sitios-alvo no ribossomo, especialmente a metilagdo de um residuo de
adenina. A resisténcia a 3-lactamicos devido a alteracdo nos sitios-alvo €
também bastante comum. Resisténcia a meticilina em S. aureus é de
maneira geral devida a producdo de proteinas ligadoras de penicilina de
baixa afinidade, o que confere resisténcia a virtualmente todos os R-
lactdmicos. A vancomicina, por exemplo, tem como sitio-alvo a
extremidade D-alanina-D-alanina do pentapeptideo precursor das
peptidoglicanas. As estirpes resistentes sintetizam peptideos com
extremidades alteradas e de baixa afinidade & vancomicina. Da mesma
forma, a resisténcia a fluoroquinonas tem sido atribuida a mutagdes que
afetam os sitios-alvo, como mutacdes na DNA girase e nas
topoisomerase (Wright, 2007; Poole, 2002;).
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Figura 1: Mecanismos de resisténcia bacteriana: (A) inativacdo da droga, (B)
alteragdo do alvo, (C) prevencdo da entrada da droga, (D) extrusdo ativa da droga de
dentro da célula (Adaptada de Putman et al., 2000).

-Alteracdo de permeabilidade: para que os antibidticos
efetivamente exercam sua funcdo bactericida e/ou bacteriostatica eles
devem ter acesso aos alvos intracelulares (Denyer & Maillard, 2002;
Poole, 2002). Para isso, especificamente em bactérias Gram-negativas,
eles devem ultrapassar a membrana externa, cuja permeabilidade é o
maior determinante de resisténcia nesse grupo de bactérias (figura 1c).
A presenca da membrana externa explica, em parte, a maior resisténcia
em bactérias Gram-negativas, em comparacdo as bactérias Gram-
positivas, ja que essas ndo possuem a barreira fisico-quimica da
membrana externa que restringe a entrada de agentes antimicrobianos
(Lambert, 2002; Poole, 2002). A resisténcia intrinseca, apresentada por
muitos organismos Gram-negativos, se deve a permeabilidade limitada
de sua membrana externa. Estes organismos regulam a permeabilidade
de sua membrana externa através da presenca de canais hidrofilicos
conhecidos como “porinas”, que podem ser classificadas como porinas
especificas e ndo-especificas. Alteraces no tamanho destas porinas, ou
a perda destes canais, pode interferir na entrada de substancias
antimicrobianas na célula. Em Enterobacter aerogenes, por exemplo, o
surgimento da multi-resisténcia esta associado a uma diminuicdo da
permeabilidade da membrana externa, relacionada & perda de porinas.
Da mesma forma, a resisténcia a R-lactamicos, adquirida por muitos
organismos Gram-negativos, se deve a alteracfes na membrana externa,
0 que leva a reducdo da permeabilidade. Porém, estudos recentes
afirmam que a membrana externa sé é realmente efetiva como
mecanismo de resisténcia quando atua de forma combinada com outros
mecanismos. Os biofilmes, por exemplo, conferem as bactérias altos
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niveis de resisténcia a muitos antimicrobianos, em parte, por impedirem
ou limitarem a entrada de antimicrobianos nas células (Denyer &
Maillard, 2002; Poole, 2002).

-Efluxo: embora muitos microrganismos apresentem barreiras,
gue impedem que o antimicrobiano penetre no interior da célula
bacteriana, uma vez que essas drogas ganhem o conteldo
citoplasmatico, essas barreiras ndo sdo capazes de evitar os danos
causados pelos agentes antimicrobianos (figura 1d). E necessario que
haja um sistema de efluxo eficaz, para manter niveis insuficientes de
antibiéticos dentro da célula (Putman et al., 2000). Alguns
transportadores, como as “bombas de efluxo de tetraciclinas”, sdo
sistemas dedicados & extrusdo de um determinado medicamento, ou de
uma classe deste. Ao contrrio destes transportadores especificos, os
chamados “transportadores multi-drogas” sdo capazes de transportar
para fora da célula uma variada gama de compostos diferentes. Estes
transportadores podem ser classificados da seguinte forma: os
transportadores multi-drogas secundarios, que utilizam o gradiente
transmembrana de prétons ou ions sddio para expulsar os agentes
antimicrobianos do interior da célula; e os transportadores dependentes
de ATP, que utilizam energia da hidrdlise do ATP para bombear o
antibidtico para fora da célula. Estes transportadores contribuem para a
resisténcia intrinseca e adquirida de um patoégeno (Wright, 2007; Poole,
2002; Putman et al., 2000).

Propagacao da resisténcia a agentes antimicrobianos:

Elementos génicos moéveis tém um papel crucial na disseminacao
dos genes de resisténcia aos antimicrobianos entre a populagéo
bacteriana (figura 2). Porém, os fatores ambientais e genéticos que
regulam a transferéncia desses genes ainda ndo sdo totalmente
conhecidos. O mecanismo de resisténcia bacteriana ¢ “mdvel”, ou seja,
0s genes de resisténcia podem ser transferidos entre bactérias de
diferentes grupos taxondmicos e ecoldgicos através de elementos
genéticos moveis como bacterioéfagos, plasmideos ou transposons. Estes
genes oferecem resisttncia a um Unico tipo ou familia de
antimicrobianos, porém, multiplos genes, cada um pertencente a uma
via de resisténcia, podem se acumular no mesmo organismo. Além da
resisténcia codificada por DNA extra-cromossémico, como citado
acima, a bactéria pode adquirir resisténcia através de mutagdes
cromossdmicas durante a exposicdo ao medicamento. Esse processo foi
responsavel, por exemplo, pela emergéncia inicial de resisténcia a
tetraciclina e penicilina em Neisseria gonorhoeae. A habilidade das
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bactérias de mobilizar genes e a pressdo seletiva realizada pelos agentes
antimicrobianos facilita a disseminacdo dos genes de resisténcia
antimicrobiana entre populacBes bacterianas. Dessa forma, o fenémeno
da resisténcia se espalha mesmo na auséncia de pressdo continua
(Wright, 2007; Cirz et al., 2005; Beaber et al., 2004; Levy & Marshall,
2004).
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Figura 2: Genética e propagacdo da resisténcia bacteriana. Genes de resisténcia
bacteriana podem ser transmitidos de uma bactéria para outra através de varios
mecanismos, tais como: conjugacdo, transducgdo e transformagdo (Adaptada de Levy
& Marshall, 2004).

Produtos naturais como fontes de novos antibidticos:

A natureza evoluiu ao longo do tempo para produzir uma grande
diversidade de metabdlitos secundarios. Com base na cultura popular, os
extratos de produtos naturais foram os primeiros, e durante muito
tempo, o0s Unicos medicamentos disponiveis para a humanidade.
Produtos naturais representam uma fonte rica em compostos
biologicamente ativos e sdo um exemplo de diversidade molecular, com
grande potencial na descoberta e desenvolvimento de medicamentos.
Um grande nimero de produtos naturais como, por exemplo, morfina e
quinina, ainda estdo em uso atualmente (Ganesan, 2008; Mishra et al.,
2008; Rishton, 2008; Singh & Barrett, 2006). Na tabela 1 estdo
apresentados exemplos de medicamentos obtidos a partir de produtos
naturais.
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Tabela 1: Exemplos de medicamentos obtidos a partir de produtos naturais
(Adaptada de Vieira, 2005).

Farmaco Uso terapéutico Fonte
Ciclosporina Imunossupressor Tolypocladium inflatum
Digoxina Insuficiéncia cardiaca Digitalis purpurea
Captopril Antihipertensivo Bothrops jararaca
Estatinas Tratamento das dislipidemias Aspergillus terreus
Morfina Analgésico Papaver somniferum

Quinina Antimalarico Cinchona sp.
Paclitaxel Cancer (ovério) Taxus brevifolia
Vimblastina Cancer (mama) Catharantus roseus
Vincristina Leucemia Catharantus roseus
Pilocarpina Glaucoma Pilocarpus jaborandi
Penicilina Antibacteriano Penicillium chrisogenum
Bacitracina Antibacteriano Bacillus licheniformis
Vidarabina Antiviral Streptomyces antibioticus
Equinocandina Antimicético Aspergillus nidulans
Krestin Antitumoral Coriolus versicolor
Lentinam Antitumoral Lentinus edodes
Shizophyllan Antitumoral Schizophyllum commune

Embora atualmente exista uma série de estratégias disponiveis
para a investigagdo de produtos naturais, as quais dizem respeito a
selecdo e coleta de amostras, técnicas de isolamento, elucidagdo da
estrutura, avaliacdo da atividade biolégica, desreplicacdo, biossintese,
bem como a otimizacdo do processo de producdo, a velocidade de
descoberta de novos compostos naturais com atividade bioldgica tem
diminuido. Ao longo dos Gltimos 20 anos, houve uma diminuicdo de
56% no numero de antibidticos aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration) e ao longo da ultima década, somente 22 novas drogas
antibacterianas foram lancadas, sendo 12 destas derivadas de produtos
naturais (tabela 2). Mesmo assim, muitos autores tém apontado para a
importancia da continuidade das pesquisas com compostos derivados de
microrganismos, plantas e animais visando o tratamento de doencas
humanas. Na area oncoldgica e de doencas infecciosas, entre 1981 e
2002, 60 e 75% das novas drogas, respectivamente, foram obtidas a
partir de fontes naturais (Mishra et al., 2008; Lam, 2007; Butler & Buss,
2006). Na tabela 2 estdo listados os agentes antibacterianos langados no
mercado entre 1995 e 2005, suas classes e origem.
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Os esforcos da industria farmacéutica, em apoiar atividades
bésicas relacionadas & descoberta de drogas e identificagdo de novas
classes de agentes antibacterianos, diminuiram drasticamente. Isso se
deve a interesses econdémicos divergentes e a concorréncia de outras
areas terapéuticas. Por outro lado, nas ultimas décadas, a importancia da
natureza da resisténcia bacteriana tem sido reconhecida, e é essencial
gue novas classes de agentes antibacterianos sejam desenvolvidas, como
parte de uma estratégia para controlar patdgenos resistentes
reemergentes (Barrett, 2005).

Tabela 2: Agentes antibacterianos langcados no mercado entre 1995 e 2005, com
suas respectivas classes e origem (Adaptada de Butler & Buss, 2006).

Nome comercial Origem
Ano . Classe

(composto ativo) (*produto natural)
1995 Cefozopran R-lactamico derivado PN*
1997 Cefcapene pivoxil B-lactamico derivado PN
1997 Faropenem B-lactamico derivado PN
1997 Fluritromicina Macrolideo derivado PN
1998 Cefoselis B-lactdmico derivado PN
1998 Trovafloxacino Quinolona sintético
1999 Quinupristina e Dalfopristina  Estreptogramina derivado PN
1999 Gatifloxacino Quinolona sintético
1999 Moxifloxacino Quinolona sintético
2000 Linezolida Oxazolidinona sintético
2001 Ertapenem B-lactamico derivado PN
2001 Telitromicina Macrolideo derivado PN
2002 Biapenem R-lactamico derivado PN
2002 Balofloxacin Quinolona sintético
2002 Pazufloxacino Quinolona sintético
2002 Prulifloxacino Quinolona sintético
2002 Voriconazole Quinolona sintético
2003 Daptomicina Daptomicina PN
2004 Gemifloxacino Quinolona sintético
2004 Fosfluconazole Quinolona sintético
2005 Doripenem B-lactamico derivado PN
2005 Tigeciclina Tetraciclina derivado PN

Segundo Pelédez (2006), a porcentagem de estirpes fingicas e
bacterianas produtoras de compostos bioativos em ensaios de difuséo
em &gar varia entre 30 e 80%, dependendo do grupo taxonémico. No
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entanto, embora 0 ndmero de substancias bioativas na natureza possa ser
muito grande, a maioria delas ja é conhecida ou de pouca aplicabilidade
(ndo sdo especificas para as bactérias, sdo tdxicas, com baixa atividade,
ndo apresentam as propriedades farmacocinéticas desejadas). O sucesso
na descoberta de novos antibidticos a partir de produtos naturais
microbianos (figura 3) depende de que determinado microrganismo seja
cultivado em condi¢Ges adequadas para induzir a produgdo do
metabdlito desejado, que é entdo extraido e testado no intuito de detectar
sua viabilidade. Este composto deverd ser isolado a partir do extrato
original e identificado.

Diferentes abordagens utilizadas para aumentar a producdo de
metabolitos secundarios e obter estirpes superprodutoras estdo sendo
revistas. As técnicas para incrementar a producdo de compostos
biologicamente ativos incluem desde o controle fisiolégico, como por
exemplo: inibicdo por feedback; regulacdo de fontes de energia, de
carbono, hidrogénio, fésforo, entre outros; investigacdo de novas
atividades bioldgicas para substancias ja conhecidas; biotransformacédo
de compostos, a fim de aumentar a solubilidade e a atividade bioldgica;
além do controle genético aliado a biologia molecular (Spizek & Tichy,

1995).

l -Isolamento

Cultivo de cepas

-Selecao
*Fermentacéo

‘ Produgéo de culturas ‘

<Extracao

*Screening

‘ Resultados primarios ‘

-Ensaios posteriores
Purificacao
<Elucidacao da estrutura

‘ Compostos ativos puros ‘

<Caracterizagéao biolégica
<Avaliagcao farmacolégica
<Avaliacdo de seguranca
*Ensaios clinicos

v

‘ MEDICAMENTO ‘

Figura 3: O processo de “descoberta” de novos agentes antimicrobianos a partir
de produtos naturais microbianos (Adaptada de Pelaez, 2006).
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A prevaléncia de agentes antibacterianos derivados de produtos
naturais pode estar relacionada a evolucdo dos metabdlitos secundarios
como compostos biologicamente ativos, que conferem vantagens aos
organismos produtores. E provavel que os produtos naturais tenham
evoluido para penetrar nas membranas celulares e interagir com alvos
especificos. Por isso, 0s produtos naturais sdo, muitas vezes, o ponto de
partida logico para a descoberta de novos medicamentos para o
tratamento de doencas infecciosas. Os produtos naturais microbianos
ainda figuram como as mais promissoras fontes de novos
antibacterianos. A diversidade estrutural, o fato de que o campo ainda
inexplorado é grande, o potencial para desencadear a expressao de vias
silenciadas através da manipulacdo das condicdes de cultivo e 0 nimero
de alvos moleculares a serem explorados pela antibioticoterapia, sdo
argumentos que depdem a favor desta idéia. O processo de descoberta
de antibidticos a partir de produtos naturais € complexo, porém
progressos significativos tém sido feitos durante os Gltimos anos,
contribuindo para a eficiéncia do processo. Os recursos necessarios sao
significativos, porém, o resultado destes esfor¢os pode levar a solugdo
de uma das mais graves ameacas a salde que poderemos enfrentar nos
préximos anos (Pelaez, 2006).

Muito tem se discutido a respeito de como as empresas
farmacéuticas podem ser incentivadas a investir atividades de pesquisa e
desenvolvimento de agentes antimicrobianos. Em paises como 0s
Estados Unidos, a “Sociedade Americana de Doencas Infecciosas”
(Infectious Diseases Society of America) tém sugerido varios
incentivos, como a aceleragdo do processo de aprovacdo de novos
antibidticos, oferecendo créditos nos impostos, limitando a
responsabilidade pelos efeitos adversos e oferecendo compromissos de
compra pelo governo (Butler & Buss, 2006).

O género Antrodia como fonte de substéncias bioativas:

A espécie flngica a ser estudada no presente trabalho é Antrodia
albida e esta classificada taxonomicamente, segundo Kirk et al. (2001):

Classe: Basidiomycetes

Sub Classe: Agaricomycetidae

Ordem: Polyporales

Familia: Meripilaceae

Antrodia albida (Fr.) Donk., Persoonia 4:339, 1966.

Trata-se de um basidiomiceto causador de podriddo castanha, que
ocorre na natureza preferencialmente em  associagdo com
gimnospermas, degradando a madeira de forma que esta escurece e se
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guebra em cubos. Pode ser encontrado predominantemente nas regides
temperadas, mas ocorre também em regibes tropicais, como o Brasil
(Tuomela, et al., 2000; Green |11 & Highley, 1997; Tuor et al., 1995).

No género Antrodia, espécies como A. camphorata e A.
cinnamomea tém sido alvo de inimeros estudos relacionados a producéo
de compostos com atividade biol6gica. Porém, para a espécie A. albida,
ndo se dispde de muitos dados dessa natureza na literatura.

Antrodia camphorata é um conhecido cogumelo medicinal
utilizado nos paises orientais. Tradicionalmente, A. camphorate tem
diversas aplicagbes medicinais, como no tratamento de intoxicacdes,
diarréia, dores abdominais, hipertensado, entre outras. Também tém sido
descritas para os extratos brutos dos basidiomas, do micélio e do filtrado
de A. camphorata, atividades antioxidante, antiinflamatéria, anti-
hepatite, hepatoprotetora, antitumoral, vasodilatadora, neuroprotetora,
imunomodulatéria e também como adjuvante no tratamento de tumores
(Kuo et al., 2008).

Lee e colaboradores (2002) relataram que os polissacarideos do
micélio de A. camphorata exibiam também efeito contra o virus da
hepatite B, enquanto que Shen e colaboradores (2003) isolaram 14
principios ativos do basidioma de A. camphorata, alguns dos quais
apresentaram efeitos imunomodulatérios em leucdcitos humanos.
Posteriormente, o potencial antiinflamatério de seis diferentes extratos
obtidos a partir do micélio cultivado de A. camphorata foi confirmado,
bem como as propriedades e 0s componentes antioxidantes dos extratos
metanolicos de dois tipos de micélios desde basidiomiceto, obtidos a
partir de dois processos fermentativos diferentes (Mau et al., 2004; Shen
et al., 2004).

Outra espécie do mesmo género, Antrodia cinnamomea, foi
avaliada por Tsai e colaboradores (2007) com relacdo as propriedades
antioxidantes dos polissacarideos obtidos do micélio em cultura
submersa. Foi observado que estes polissacarideos sdo capazes de
proteger células do figado contra danos no DNA induzidos por H,0,.

Portanto, fungos do género Antrodia tém apresentado resultados
promissores em trabalhos visando & producdo de compostos
biologicamente ativos, justificando a investigagdo de atividades
bioldgicas da espécie Antrodia albida neste trabalho.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa na
identificacdo de compostos com atividade bioldgica:

A cromatografia consiste em um método fisico-quimico de
separacdo de componentes de uma mistura, no qual os compostos



32

presentes sdo distribuidos entre duas fases: uma estacionaria e outra
movel. A separacdo ocorre porque 0s compostos tém diferentes
afinidades com a fase estacionaria e com a fase movel, resultando em
migracdes diferenciais destes compostos. O método foi inicialmente
desenvolvido pelo botanico russo Mikhail Semenovich Tswett, que
utilizou, em 1906, colunas de carbonato de céalcio para separar
pigmentos de folhas arrastando-os com éter de petrdleo. A
cromatografia se classifica quanto & natureza da fase estacionaria e
guanto ao processo de separacdo (Aquino Neto et al., 2003; Collins et
al., 1990).

A cromatografia gasosa (CG) é um método fisico de separacdo de
componentes volatilizdveis de uma mistura através de uma fase
estacionaria (solida ou liquida) e uma fase movel (gasosa). A amostra é
vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas adequado especifico
para cada detector. Este fluxo de gads com a amostra vaporizada passa
por um tubo contendo a fase estacionaria, onde ocorre a separagdo da
mistura. As substancias separadas saem da coluna dissolvidas no gas de
arraste e passam por um detector, que gera um sinal elétrico
proporcional a quantidade de material eluido. O registro deste sinal em
funcdo do tempo é o cromatograma, sendo que as substancias aparecem
nele como picos com area proporcional a sua massa, 0 que possibilita a
andlise quantitativa (Aquino Neto, 2003; Berezkin e Viktorova, 2003;
Collins, et al. 1990).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa é
uma técnica analitica que serve a uma ampla gama de aplicacdes que
visam a identificacdo da amostra e/ou determinacdo quantitativa. Na
realidade, o espectrobmetro de massa atua no papel de detector. Nessa
técnica, as amostras provenientes do cromatografo a gas, no estado
gasoso, adentram a camara de ionizacdo do espectrémetro de massa
onde sdo bombardeadas por um feixe de elétrons de alta energia e
guebradas gerando ions positivos, negativos e radicais. O aparelho entdo
detecta e registra os fragmentos gerados pelo impacto dos elétrons e a
partir dos valores de massa molecular de cada um desses fragmentos,
monta-se a molécula. O espectro de massa é um gréfico gerado a partir
da relacdo entre abundancia e a razdo massa/carga (m/z), onde aparecem
picos de intensidades varidveis. A intensidade do pico sugere a
abundéncia relativa de cada ion molecular. O ion mais abundante da
origem ao pico mais alto do espectro de massa, chamado pico base.
Frequentemente aparecem no grafico varios picos, de intensidade muito
baixa. A grande maioria deles ndo deve ser considerada na analise do
espectro, pois correspondem a fragmentos de dificil identificagdo. A
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abundancia relativa de todos os outros picos do espectro é apresentada
como porcentagens relativas a abundancia do pico base (Fialkov et al.,
2007; Fialkov et al., 2006; Ma&tovska e Lehotay, 2003; Pavia et al.,
1996; Silverstein et al., 1991)
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2. JUSTIFICATIVA

A Dbusca por novos agentes farmacologicamente ativos obtidos
através da selegéo de fontes naturais tem levado a descoberta de diversas
drogas muito Uteis no tratamento de diversas doencgas. Trabalhos tém
demonstrado que aproximadamente 60% dos agentes antitumorais e
anti-infecciosos disponiveis hoje no mercado, 39% das 520 novos
farmacos aprovados entre 1983 e 1994 sdo oriundas de produtos naturais
(Harvey, 2008; Harvey, 2000; Shu, 1998).

Estima-se que o Brasil tenha cerca de 2.000.000 espécies distintas
entre animais, vegetais e microrganismos distribuidos em uma grande
variedade de ecossistemas. Grande parte destes organismos € fonte de
substancias biologicamente ativas, que apresentam uma enorme
diversidade em termos de estrutura e propriedades quimicas e que
podem ser utilizadas direta ou indiretamente no desenvolvimento de
novos farmacos. O Brasil, com toda sua diversidade apresenta-se,
portanto como uma importante fonte de recursos naturais para o
desenvolvimento de novas substancias de interesse biologico (Sandes &
Di Blasi, 2000).

Este projeto tem o proposito de explorar uma espécie flngica na
busca por novos compostos biologicamente ativos, que possam servir
como base para o desenvolvimento de novos farmacos, podendo ter
utilidade na cura ou abrandamento de doencas que acometem o homem.
Para isso, o Laboratério de Antibidticos da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), coordenado pelos professores Artur Smania Jr.
e Elza de Fatima Albino Smania, com ampla experiéncia em testes de
atividade antimicrobiana e também com formacdo na area de Quimica
de Produtos Naturais, vém interagindo com pesquisadores de outras
areas e outros centros de pesquisa, favorecendo o desenvolvimento de
projeto desta natureza.
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3.0BJETIVOS
3.1.0bjetivo Geral

Estudar a atividade antimicrobiana do fungo Antrodia albida
visando o controle de microrganismos patogénicos para o homem.

3.2.0bjetivos Especificos

v/ Cultivar a espécie fangica em laboratério para obtencdo de
biomassa flngica;

v' Obter a cinética de crescimento da estirpe flngica;
v/ Extrair as substancias bioativas com o uso de solventes organicos
v Obter a cinética de producéo da substancia ativa;

v Determinar as concentracGes minimas inibitrias e minimas
bactericidas dos extratos obtidos;

v/ Caracterizar quimicamente os extratos bioativos obtidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Meios de cultura e reagentes

4.1.1. Meio de cultura para manutencdo e producdo de
amostras flingicas e biomassa:

O meio 4gar batata dextrose (ABD) (BD) foi utilizado para a
manutencao das culturas fangicas. O caldo batata dextrose (CBD) (BD),
0 meio Melin-Norkrans modificado (MMN) (Marx, 1969), o caldo
extrato de malte (CEM) (Sigma) e uma variacdo mais diluida do meio
Pridham-Gottlieb modificado por Kuek (1996) (PGKM) (Rossi et. al.,
2002) foram utilizados para estudo da biomassa e producdo da
substancia ativa.

4.1.2. Meio de cultura para os testes de detec¢do de atividade
antimicrobiana:

Caldo de infusdo de cérebro e coracdo (Brain heart infusion-
BHI) (BD) foi utilizado para manutencdo das culturas bacterianas e
preparo do inéculo. O meio agar sangue (&gar base para agar sangue
(Himedia) adicionado de 5% de sangue de carneiro) foi utilizado para 0s
testes de pureza bacteriana. O caldo e o agar Mueller-Hinton (Difco)
foram utilizados nos testes de atividade antimicrobiana.

4.1.3. Solvente utilizado para solubilizacdo e diluicdo dos
extratos:

Os solventes utilizados na dissolucdo e diluicdo dos extratos
foram o dimetilsulféxido (DMSO) (Nuclear) e o hidréxido de aménio
(NH4OH) (Vetec) a 0,01N.

4.1.4. Reagentes utilizados para a revelagdo dos testes de
crescimento bacteriano:

Sempre que possivel, o crescimento bacteriano foi observado
através da densidade dptica (DO), em leitora de microplacas. Contudo,
guando a turvacgdo ou coloracdo do extrato testado interferiu na leitura
da DO, o crescimento bacteriano foi avaliado através do uso de sal de
tetrazdlio (solucdo a 0,2 mg/mL de sal de p-iodonitrotetrazolium violete
- INT (Sigma) - em etanol a 70%), que é um eficiente revelador de
crescimento bacteriano.

4.2. Estirpe fungica:

Foi utilizada uma cultura dicaridtica de Antrodia albida (n° 531)
pertencente a Micoteca de Culturas do Laboratério de Micologia
(BOT/CCB/UFSC), isolada de basidioma coletado no estado de Santa
Catarina e armazenado no Herbario FLOR (Departamento de Boténica —
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Universidade Federal de Santa Catarina). A cultura vem sendo mantida
através de repicagens periddicas (a cada dois meses) em tubos contendo
agar batata dextrose (ABD) e armazenadaa 5 ° + 2 °C.

4.3. Cultivo do fungo:

3.3.1. Definicho do meio de cultura para obtencdo de
biomassa flngica e incremento da producdo de substancia
antimicrobiana:

O meio liquido utilizado para os estudos subsequentes foi
selecionado de acordo com a produgéo de biomassa (peso fresco e peso
seco) e a atividade antimicrobiana dos extratos através de teste de
difusdo (vide item 10.1). Foram testados quatro diferentes caldos de
cultivo: CBD, PGKM, CEM e MNM (Rossi et al., 2002; Sménia et al.,
1995a). Os caldos, em volume de 150 ml, foram inoculados e as culturas
mantidas em estufa B.O.D. (Dist) a 25°C por 20 dias.

Ap0s o periodo de incubacédo, o micélio foi separado do caldo por
filtracdo com o auxilio de papel filtro. Para a avaliacdo do peso fresco,
pequenas aliquotas de micélio foram pesadas. Essas aliquotas foram
mantidas em estufa a 105°C, até que 0 peso se mantivesse constante.
Com os valores obtidos foi possivel estimar a biomassa seca final.
Posteriormente, os extratos obtidos foram testados quanto a atividade
antimicrobiana, permitindo selecionar o meio que proporcionou o
melhor crescimento flingico e producdo da substancia bioativa para uso
nos experimentos seguintes. Os experimentos foram realizados em
triplicata.

4.3.2. Padronizacdo do cultivo da estirpe flngica:

4.3.2.1. Preparagdo do in6culo para o cultivo do fungo em
meio liquido:

A cultura fungica foi primeiramente inoculada em placas de Petri
contendo meio ABD. Apos dez dias de crescimento em estufa a 25°C,
dez parcelas de micélio de aproximadamente 7 mm de didmetro, feitas
com cortador estéril, foram transferidas para frascos Erlenmeyer
contendo 150 mL de caldo de cultivo MNM. As culturas foram
mantidas por 20 dias, na temperatura mencionada acima. Para
preparacdo do inoculo, o micélio foi fragmentado.

4.3.2.2. Cinética de crescimento da estirpe fangica em meio
liquido:

Para estabelecer a cinética de crescimento flngico, aliquotas de
15 ml do in6culo preparado como descrito no item anterior, foram
transferidas para garrafas de Roux contendo 150 ml do meio MNM. As
culturas foram incubadas por um periodo de até trinta dias. A cada cinco
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dias, trés garrafas foram analisadas quanto a massa miceliana produzida.
A massa miceliana obtida foi triturada juntamente com uma aliquota do
caldo de crescimento e a suspensdo obtida foi filtrada a vdcuo com uso
de papel filtro. O residuo obtido foi pesado, para a avaliagdo da
biomassa fresca e depois mantido em estufa a 105 °C para mensuragao
do peso seco (Smania et al., 1995a).

4.3.2.3. Influéncia do pH na producéo da substancia bioativa:

Diferentes lotes do caldo MNM foram ajustados para os pHs 4,0
e 7,0 com a finalidade de se estudar a influéncia do pH do meio liquido
na producdo da substancia bioativa. As culturas foram incubadas a 25°C
em garrafas de Roux, em estufa BOD por 20 dias e os ensaios foram
realizados em triplicata.

4.3.2.4. Confirmacdo da producdo da substéncia bioativa
pela estirpe flngica:

O teste de difusdo foi realizado para confirmar se a estirpe
fingica, ao longo dos experimentos, continuava produzindo a substancia
ativa. Discos de micélio recém cultivado em ABD foram colocados
sobre as bactérias-teste semeadas em agar Mueller-Hinton. Este teste foi
executado contra seis estirpes bacterianas: trés Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 - American Type Culture
Collection, Bacillus cereus ATCC 11778 e Micrococcus sp.) e trés
Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Enterobacter aerogenes ATCC 13048). As
culturas foram incubadas por 24 horas em duas temperaturas, 25°C e
37°C, para avaliar a influéncia da temperatura de incubacdo na atividade
antimicrobiana da substincia bioativa. As leituras foram feitas
medindo-se 0 halo de inibicdo em milimetros. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

4.3.2.5. Cultivo do fungo em meio sélido:

Como a estirpe flngica deixou de apresentar atividade
antibacteriana quando cultivada em meio liquido, as culturas passaram a
ser realizadas nos meio s6lidos ADB e MNM, para avaliar se a mudanca
da consisténcia do meio de cultura influenciaria na producdo da
substancia bioativa. A cultura fungica foi primeiramente inoculada em
placas de Petri contendo meio ABD. Apo6s dez dias de crescimento em
estufa BOD a 25°C, trés discos de micélio de aproximadamente 7 mm
de diametro, feitos com cortador estéril, foram transferidos para placas
de Petri contendo 4gar MNM. As culturas foram mantidas por 20 dias,
em estufa & 25°C.
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4.4. Obtencao de extratos a partir da biomassa:

Os metabolitos secundarios presentes na biomassa obtida no item
anterior, foram extraidos utilizando-se metanol.

A decisdo de se utilizar o metanol como solvente na obtencgdo dos
extratos deve-se ao fato de que extratos metandlicos de cogumelos
mostram maior atividade antioxidante e teores mais elevados de
metabdlitos bioativos em relagdo a outros solventes (Shu & Lung,
2008).

Seguiu-se a evaporagdo do solvente com o auxilio de um
evaporador rotatério e o baldo contendo o residuo foi deixado em
dessecador sob vacuo por seis horas para evaporacéao total dos liquidos
presentes. Posteriormente esse residuo foi pesado e dissolvido em
hidréxido de aménio (NH,OH). Essa suspensdo foi utilizada nos testes
de detecgdo de atividade antimicrobiana (Sménia et al., 1999; Sménia et
al., 1995a).

Os experimentos foram realizados em triplicata. A medida que o0s
extratos foram sendo obtidos, foram armazenados em freezer (-20°C).
Apos a ultima extracdo, todos os extratos foram testados quanto a
presenca de atividade antibacteriana através da determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM).

4.4.1. Avaliagdo da estabilidade dos extratos:

Para verificar a estabilidade das substancias bioativas presentes
nos extratos 0s mesmos foram mantidos, imediatamente apés a
obtencdo, em camara de dessecagdo, sob véicuo e a temperatura
ambiente. A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada
imediatamente a extracdo e entdo a cada 5 dias até que ocorresse a perda
de pelo menos 20% de seu potencial (Cleeland e Grunberg, 1986). A
atividade antibacteriana foi avaliada através da determinacdo da CIM.

4.5. Atividade antimicrobiana dos extratos:

4.5.1. Microrganismos-teste:

As seguintes estirpes bacterianas foram utilizadas para os testes
de atividade antimicrobiana: Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus sp., Bacillus cereus
ATCC 11778, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048 . As bactérias sdo mantidas em caldo BHI a -20
°C, no Laboratério de Antibidticos (Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia — Universidade Federal de Santa Catarina).

4.,5.1.1. Obtencéo dos in6culos bacterianos:

Os indculos bacterianos foram preparados a partir da
transferéncia 300 uL de cada cultura-estoque para 3 mL de caldo BHI, e
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incubados durante 24 horas a 36 °C. A pureza das culturas bacterianas
foi verificada ap6s 8 horas de incubacéo através de semeadura em meio
agar sangue. A concentracdo das suspens@es foi ajustada com caldo de
cultivo para a turvacdo correspondente a 10’ UFC/mL (Souza et al.
2005).

4.5.2. Teste de difuséo:

Para deteccdo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos,
foi utilizado inicialmente o teste de difusdo. Para esse teste, o indculo
bacteriano foi semeado em toda a superficie de placas de Petri contendo
meio agar Miieller-Hinton com a ajuda de um swab estéril. Os extratos
fangicos obtidos no item 8 foram dissolvidos e diluidos em DMSO e/ou
NH,OH até a concentracéo final de 100 mg/mL. Dessa suspensdo, 100
uL foram aplicados em orificios de 7 mm de diametro, previamente
feitos no gar. Os sistemas foram incubados por 24 horas a 36 °C em
estufa bacteriologia e sob condigdes aerdbicas. Ap6s o periodo de
incubacdo, as placas foram observadas quanto a homogeneidade do
crescimento bacteriano e nos casos em que foi verificada a inibicdo do
crescimento bacteriano o didmetro dos halos foi medido em milimetros.
O mesmo solvente usado para dissolver os extratos fungicos foi
utilizado como controle (Valgas et al., 2007). Apds os testes de difuséo,
0s extratos que apresentaram maior atividade antimicrobiana foram
selecionados para a caracterizacdo dos metabolitos presentes.

4.5.3. Determinacao da concentracdo inibitéria minima:

A atividade antimicrobiana dos extratos obtidos foi determinada
guantitativamente através da concentracdo inibitéria minima (CIM),
pelo método de microdiluicdo em caldo. Os extratos foram dissolvidos
em DMSO, previamente esterilizado em autoclave. Posteriormente,
foram preparadas dilui¢Oes seriadas em concentragdes variando entre 20
mg/mL e 0,078 mg/mL, que foram distribuidas em volumes de 100 pL
em placa de microdiluicdo de 96 pocos. Como controle positivo foi
utilizada apenas a mistura de caldo de cultura e inéculo bacteriano, e
como controle negativo, foi utilizada a mistura de caldo de cultura e
extrato dissolvido. Em cada orificio-teste e controle positivo foram
adicionados 5 pL de indculo bacteriano. Os experimentos foram
desenvolvidos em duplicata e as placas foram incubadas durante 24
horas a 37 °C. A leitura dos experimentos, sempre que possivel, foi
realizada através da densidade 6ptica (DO) com uso de leitora de ELISA
(modelo CLX800-BioTek Instruments, Inc.). Nos casos em que a
turvacdo e a coloracdo do produto natural interferiram na leitura da DO,
foi utilizado 20 pL de revelador de crescimento bacteriano, o INT. A
concentragao inibitéria minima foi considerada a menor concentragao de
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extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano. O resultado foi
expresso em mg/mL (Souza et al., 2005).

4.5.4. Cinética de producéo da substancia ativa:

A biomassa obtida no item 3.2.3 e 0s consequentes extratos (item
4) foram testados quanto a atividade antibacteriana através da
determinacdo da concentragdo inibitéria minima, com o objetivo de
avaliar a cinética de producao das substancias bioativas.

4.6. Caracterizacéo guimica dos extratos obtidos:

Os principais componentes dos extratos obtidos a partir de
culturas de Antrodia albida foram identificados através de analises por
cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massa (EM),
realizadas no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. As analises foram realizadas utilizando CG — EM/EM (CG —
Varian 3800, EM/EM — Varian 1200L) em coluna Zebron ZB — 5HT (30
m x 0,25 mm, 0,10 um) (Phenomenex, Torrance, CA).

As analises por cromatografia gasosa foram realizadas utilizando
injecdo fracionada (split-mode), com o injetor a uma temperatura de
300°C. A velocidade de fluxo para o gas de arraste (hélio) foi de
1mL/min. A temperatura inicial da coluna foi de 50°C, mantida por 1
minuto, com velocidade de aquecimento de 6°C/min até 300°C, e
mantida novamente por 5 minutos. O espectro de massa foi obtido por
impacto de elétrons (El) a 70 eV, e a escala de massa foi de 40 a 70 m/z.

Os componentes dos extratos foram identificados por
comparagdo dos resultados das analises por espectrometria de massa
com os espectros disponiveis no banco de dados de produtos naturais
“Standart Reference Data Series” do ““ National Institute of Standart and
Technology” (NIST — Mass-Spectral Library with Windows search
program — Version 2), onde os resultados da espectrometria de massa
foram comparados (Michielin et al., 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Escolha do meio de cultura para producdo de biomassa

Os valores de peso seco, peso do extrato obtido e halo de inibigdo
de crescimento bacteriano sdo apresentados na tabela 3. De acordo com
0s dados apresentados na tabela 3, os meios PGKM e CEM
proporcionaram a maior producdo de biomassa pelo fungo. Porém, o
meio selecionado para a producdo de biomassa foi o caldo de Melin-
Norkrans modificado (MNM), uma vez que este foi 0 Unico meio cujos
extratos apresentaram atividade inibitdria contra as duas espécies
bacterianas testadas.

Tabela 3: Avaliacdo da producéo de biomassa e da atividade antimicrobiana de
Antrodia albida cultivada em quatro meios diferentes.

Meiosde  Percentual de  Peso do extrato  Atividade antibacteriana

cultura peso seco (mg) .
E. coli S. aureus
11**
PGKM 16,45* 46,3 -
MNM 15,75 82,16 12 19
CEM 1 19,6 66,03 10 19
CBD1 9,65 37,9 - 1

*Média de 3 repeticoes.
**Média dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano em milimetros.

As figuras 4 e 6 ilustram os halos de inibi¢do gerados pela agdo
dos extratos fungicos a partir do meio MNM sobre as duas espécies
bacterianas, em contraste com a atividade in6cua do solvente usado
(metanol) para a dissolucao dos extratos (figura 5).
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Figura 4: Halos de inibicdo dos extratos flngicos obtidos em meio MNM, contra S.
aureus.

Figura 5: Controles do solvente utilizado (metanol) para as duas bactérias
testadas, E. coli (a) e S. aureus (b).
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Figura 6: Halos de inibicdo dos extratos fangicos obtidos em meio MNM,

contra E. coli.

5.2. Cinética do crescimento fungico e da producéo da
substancia ativa

A cultura fangica cultivada em caldo MNM apresentou pouca
producdo de biomassa nos 10 primeiros dias de crescimento (figura 7).
Isso ja era esperado, pois em estudos anteriores, esta estirpe flngica, em
meio solido, teve seu maior desenvolvimento a partir da segunda
semana de observagoes (Bekai, 2007).

O aumento significativo da biomassa fungica foi observado entre
0 10° e o 15° dia, passando de 1,16 a 5,58 gramas de biomassa fresca
produzida (figura 7). Apds o 15° dia, a cultura manteve seu crescimento
estavel, até o 30° dia. Esses dados sugerem portanto que, o periodo ideal
de crescimento para obtencdo de biomassa para esta estirpe é de pelo
menos 15 dias.
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Figura 7: Curva de crescimento da estirpe fingica em relagdo a biomassa fresca
produzida.

O peso seco obtido a partir do micélio produzido pela estirpe
fangica também aumentou consideravelmente a partir do 10° dia de
incubacdo (figura 8).
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Figura 8: Peso seco produzido pela estirpe flngica durante o periodo de
cultivo.

Na figura 9 sdo apresentadas as médias das massas dos extratos
obtidos durante o periodo de cultivo do micélio.
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Figura 9: Média das massas 0s extratos produzidos pela estirpe fungica durante
o cultivo.

Como se pode observar na figura 9, o extrato gerado a partir da
biomassa ndo seguiu 0 mesmo padrdo apresentado para o0 crescimento
fangico. Constatou-se que no final do periodo de observagdo (30° dia)
obteve-se a maior quantidade tanto de extrato (figura 9) quanto de
biomassa produzida pela estirpe fungica (figuras 7 € 9).

5.3. Atividade antibacteriana dos extratos obtidos

A concentracéo inibitdria minima dos extratos para S. aureus, foi
superior a 20 mg/ml e para E. coli, inferior a 0,078 mg/ml. Como o
esperado para produtos naturais é uma acao inversa, ou seja, 0 extrato
ser mais ativo contra bactérias Gram-positivas do que contra Gram-
negativas, foi determinada qual a maior concentragcdo de DMSO (que foi
usado como veiculo do extrato nos testes) era indcua as duas espécies.

Foi observado que até a concentracdo de 25%, o DMSO ndo
interferiu no crescimento de S. aureus, porém foi ativo contra E. coli
(dados ndo mostrados). Assim, o DMSO passou a ser utilizado na
concentracdo de 1% e sempre que possivel, foi substituido por hidroxido
de ambnia (NH4;OH) a 0,IN. O DMSO e o NH4OH na concentracdo
informada acima ndo interferem no crescimento das espécies bacterianas
utilizadas no experimento, porém, 0s extratos deixaram de apresentar
atividade antimicrobiana pela técnica de microdiluicdo. Entretanto, os
extratos continuaram a ser ativos quando testados através do teste de
difusdo.

Os resultados frustros referentes a ndo deteccdo de atividade
antibacteriana dos extratos pela técnica de microdiluicdo pode estar
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relacionada com algumas hipoteses que explicariam a baixa producéo de
substéncia ativa:

- As substancias bioativas presentes nos extratos podem ser
instaveis, e nos pocos das placas de microdiluicdo estdo mais expostas
ao contato com o oxigénio do que quando difundem em meio so6lido
durante o teste de difuséo;

- A estirpe flngica utilizada para obtengdo dos extratos pode ter
se adaptado as condicGes de cultivo mantidas em laboratério, ou
necessitaria de condicdes especificas (variacdo de temperatura, pH ou
umidade, etc.) para a producdo de uma maior quantidade do metabdlito
secundario com atividade biolégica. O pH do meio de cultura é um
pardmetro do processo de fermentacdo e pode influenciar
significativamente a fisiologia de microrganismos em culturas
submersas. Alteragdes no pH podem afetar o rendimento de compostos
bioativos produzidos pelo organismo e a atividade dos extratos. Baixos
valores de pH favorecem o crescimento celular, porém valores mais
altos favorecem a producdo de substéncias ativas, sugerindo que
culturas com pH superior facilitariam o transporte de metabdlitos do
micélio para o caldo de cultivo, resultando em baixos niveis
intracelulares do metabolito e altos niveis deste no filtrado (Shu e Lung,
2008). A temperatura é outro importante parametro de cultivo e também
pode influenciar a produgdo de compostos bioativos. Segundo Smania e
colaboradores (1997) a temperatura 6tima de cultivo de cinabarina pelo
basidiomiceto Pycnoporus. sanguineus é de 25°C. Ja a biossintese de
acidos graxos poliinsaturados pelo zigomiceto Mortierella alpina é
o6tima entre 18°C e 20°C (Linderberg e Molin, 1993; Jang et al., 2000).

- ou, mesmo mantida sob condic6es especificas em laboratorio,
a estirpe flngica pode produzir determinada substancia de maneira
ciclica, o que seria determinado geneticamente.

5.3.1. Estabilidade dos constituintes dos extratos obtidos

Como a oxidagdo pelo oxigénio atmosférico era uma das
possiveis causas da diminuicdo da atividade das substancias contidas
nos extratos, estes foram testados logo apds a sua obtencéo,
apresentando  resultados positivos com relacdo a atividade
antimicrobiana. Embora os extratos tenham sido armazenados sob
vacuo, 0s mesmos mantiveram a atividade somente até o 10° dia.

Esses dados corroboram com os resultados encontrados por
Sménia e colaboradores (1995b) quando avaliaram a estabilidade dos
extratos obtidos a partir do basidiomiceto P. sanguineus. Segundo 0s
autores, 0s extratos deste fungo também se apresentavam instaveis na
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presencga de oxigénio, mantendo sua atividade bioldgica apenas quando
armazenados sob vacuo.

5.3.2. Influéncia da temperatura na atividade da substancia
bioativa

Como pode ser observado na tabela 4, a estirpe fangica exerceu
antibiose contra estirpes bacterianas Gram-positivas, nas duas
temperaturas em que os experimentos foram desenvolvidos, sendo que a
25°C foi ativa também contra a espécie bacteriana Gram-negativa, P.
aeruginosa.

Tabela 4: Médias dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano gerado por

discos de micélio, em duas temperaturas de incubagéo.

Bactérias 37°C 25°C
S. aureus 16* 14
B. cereus 12 16
Micrococcus sp. 15 18
E. coli - -
P. aeruginosa - 16

E. aerogenes - -

*Meédia de 3 repeticOes, expressas em milimetros.

5.3.3. Influéncia do pH na producéo da substancia bioativa

Os extratos obtidos tanto a partir de micélio cultivado em pH 4.0
guanto em pH 7.0 ndo apresentaram atividade antibacteriana em
sucessivos experimentos realizados. Dessa forma o cultivo do fungo
passou a ser realizado em meio soélido no qual o pH foi de
aproximadamente 5.5.

5.3.4. Cultivo em meio sélido

Como o fungo passou a expressar as substancias bioativas em
baixas concentracGes quando cultivado em meio liquido (atividade
detectada pelo teste de difusdo), passou-se a cultivar o fungo em meio
solido e a partir desse micélio, obter os extratos. Assim, nos testes de
microdilui¢do, os extratos obtidos a partir de meio ABD foram ativos
contra S. aureus e E. coli, enquanto que os extratos obtidos a partir de
micélio cultivado em 4gar MNM apresentaram atividade somente para a
estirpe Gram-positiva (tabela 5 e figura 10).

Tabela 5: Concentracdo inibitéria minima dos extratos obtidos a partir do
micélio cultivado em meio ABD e 4gar MNM contra duas estirpes bacterianas.

Bactérias ABD Agar MNM

S. aureus 10 mg/ml 20 mg/ml
E. coli 20 mg/ml -
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MNM (20 dias) B ABD (25 dias)

Figura 10: Avaliagdo da CIM dos extratos obtidos a partir de meio sélido. As
linhas nomeadas com EC correspondem aos pogos inoculados com E. coli. As
linhas nomeadas com AS correspondem aos pogos inoculados com S. aureus. A
pendltima coluna é o controle negativo, a ultima coluna o controle positivo.

A cor avermelhada indica crescimento bacteriano.

Conforme ja havia sido observado a partir de culturas fangicas
em meio liquido, a atividade antimicrobiana, quando avaliada por teste
de difusdo apresentou-se mais proeminente, demonstrando atividade
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (tabela 6 e figura 11).

A
E.coli
Agar MNM

S. aureus

Figura 11: Halos de inibi¢do dos extratos fingicos obtidos em meios sélidos
ADB e MNM contra S. aureus e E. coli.
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Tabela 6: Médias dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano produzidos
pelos extratos flngicos obtidos a partir de meios sélidos.

Bactérias ABD Agar MNM
S. aureus 21* 18
E. coli 20 19

*Média de 3 repeticOes expressa em milimetros.

5.4. Caracterizacdo quimica dos extratos

Um total de 17 substancias de diferentes classes quimicas foram
separadas e identificadas através da analise por GC-MS dos extratos de
A. albida. Na figura 12 é apresentado o cromatograma do extrato
metandlico obtido a partir de micélio cultivado em éagar batata dextrose
(ABD).
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A figura 13 mostra o espectro do extrato metandlico obtido a
partir de micélio cultivado em 4&gar Melin-Norkrans modificado
(MNM). Os dois cromatogramas foram comparados a fim de analisar o
perfil das substancias quimicas mais abundantes presentes nos extratos
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obtidos a partir do micélio cultivado nos dois meios (ABD e &gar
MNM) (tabela 7).
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Figura 13: GC-MS de extratos metandlicos de A. albida obtidos a partir de
meio s6lido MNM.

Tabela 7: Tempo de retencdo dos compostos identificados de extratos de
micélio cultivados em meio ABD e em meio 4gar MNM e seus respectivos
nomes.

Tempo de retengdo*

Extrato ABD Extrato MNM Substancia
6.464 - 2(5H)-furanona
7.413 7.413 5-metil, 2-furancarboxaldeido
11,961 11.969 5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldeido
15.996 - D-allose

- 16.038 1,6 anidro — B — D — glicopiranose

23.729 23.739 acido octadecandico
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Algumas das substancias produzidas em maior concentracao pela
estirpe fungica estéo relacionadas com diferentes atividades bioldgicas e
importancia econdémica.

A 2(5H) furanona, ou furanona, foi identificada no extrato
metanolico obtido a partir do cultivo em meio ABD. Na literatura, tem
sido descrita a atividade de furanonas na inibicdo de Quorum Sensing
(QS) contra uma ampla gama de N-acil homoserina-lactonas (AHL) e
também na inibicdo da formacdo de biofilmes. Acredita-se que estes
compostos atuam como um agente potencial de inibicdo de QS em uma
comunidade bacteriana formadora de biofilme. As furanonas atuam
mimetizando o sinal das AHLs, provavelmente ocupando o sitio de
ligagdo da proteina regulatoria, tornando-o altamente instavel e entéo
resultando na rapida interrupcdo da regulacdo do QS mediada por gene
(Ponnusamy et al., 2010, Ndagijimana et al., 2006) (tabela 7).

O 5-metil-2-furancarboxaldeido, também conhecido, entre outros
sinénimos, como furfural e/ou metilfurfural (NIST, 2010; NCBI, 2010).
E uma substancia frequentemente encontrada em alimentos processados
e é formado durante tratamentos térmicos ou armazenamento sob
temperaturas inapropriadas, através de uma reacdo conhecida como
Reacdo de Maillard (Yuan & Chen, 1998; Ramirez-Jiménez et al., 2000;
Albala-Hurtado et al., 1997). O furfural é também um dos mais
importantes subprodutos, em termos de concentracdo, formado a partir
da hidrdlise da lignina e da celulose. Os efeitos do furfural em diferentes
estirpes de leveduras, incluindo Saccharomyces cerevisiae, tém sido
estudados por diversos autores, observando-se que este diminui a
viabilidade das leveduras, a sua taxa de crescimento e de fermentacdo. A
presenca de furfural nas rotas metabdlicas de leveduras pode explicar a
sua presenca nos extratos analisados, pois ambos 0s organismos
pertencem ao Reino Fungi. No entanto, o mecanismo inibitério do
furfural ndo estd totalmente esclarecido (Hristozova et al., 2008;
Taherzadeh, et al., 2000; Boyer et al., 1992; Sanchez e Bautista, 1988).
A presenca de furfural foi observada nos extratos metandlicos obtidos a
partir do micélio cultivado em ambos os meios (ABD e agar MNM)
(tabela 7).

O 5-(hidroximetil)-2-furancarboxaldeido ou hidroximetilfurfural
(HMF) é um aldeido ciclico formado pela decomposicdo acida de
monossacarideos. Assim como o furfural, também esta relacionado &
inibicdo do metabolismo oxidativo e fermentativo de leveduras, porém
em menor escala. E um intermediério de interesse industrial, importante
para a producdo de plasticos, polimeros e combustiveis (Teixidé et al.,
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2006; Silva et al., 2008; Melo et al., 2003; Ohara et al., 2010). Foi
observado nos extratos ABD e nos extratos MNM (tabela 7).

Presente no extrato ABD (tabela 7) a D-allose é um aglcar raro,
presente em quantidades minimas na natureza. Os efeitos bioldgicos dos
acucares raros ndo tém sido investigados em detalhes, em parte porque
eles sdo de dificil obtencdo e em parte porque a sintese é laboriosa,
demorada e muitas vezes ineficiente. Dentre os acglcares raros, a D-
allose tem sido estudada em relacéo a sua atividade bioldgica. O efeito
imunossupressor da D-allose em experimentos de transplante de figado,
em comparacdo com o de FK506, um potente imunossupressor usado
frequentemente, tem sido observado. O efeito inibitério da D-allose
sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio (radicais livres)
também tem sido relatado. Recentemente foi demonstrado o efeito
inibitério da D-allose sobre cinco diferentes linhagens de células
cancerosas, € este glicosideo também se mostrou eficaz na supressdo da
proliferacdo da linhagem MOLT-4F de células leucémicas (Hirata et al.,
2009; Yokohira et al., 2008). Estes resultados sugerem que a D-allose
pode ser benéfica no tratamento do cancer ou no uso preventivo em
pacientes de risco, fato que estimula o estudo da atividade
anticarcinogénica de A. albida.

A 1,6 anidro — B — D — glicopiranose ou levoglucosano tem
grande potencial industrial. Pode ser utilizado na fabricacdo de plasticos,
surfactantes, explosivos, propelentes e resinas e como substituto de
baixo custo do sorbitol (Lakshmanan et al., 1969; Ohara et al., 2010).
Foi identificado apenas no extrato obtido em meio MNM (tabela 7).

A sexta substancia identificada nos extratos metandlicos ABD e
MNM ¢ o &cido esteérico, &cido octadecandico ou vanicol, um &cido
graxo saturado, de cadeia longa, formado por 18 atomos de carbono.
Estudos em humanos e em animais experimentais tém sugerido que a
ingestdo de acido estedrico proporciona a diminuicdo dos niveis de
colesterol. Além disso, o acido estearico tem acéo sobre o processo de
coagulacdo resultando na diminuicdo do risco de ocorréncia de
tromboses. O acido estedrico também tem sido estudado devido a sua
atividade neuroprotetora, ja que possui capacidade de proteger fatias de
cortex e hipocampo contra danos causados por perdxido de hidrogénio e
pela privacdo de oxigénio e glicose. Este composto também apresenta
atividade hepatoprotetora, que estd intimamente ligada ao seu potencial
antiinflamatério (Pan et al., 2010; Wang et al., 2006).
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6. CONCLUSOES:

Os resultados obtidos nesse trabalho revelam que o basidiomiceto
da espécie Antrodia albida apresenta discreta atividade antibacteriana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Também se observou que 0s extratos metandlicos obtidos a partir
do micélio deste fungo, em diferentes condi¢bes de cultivo, sdo
guimicamente instaveis, perdendo sua atividade bioldgica.

Os experimentos também evidenciaram que as substancias
bioativas presentes nos extratos sdo secretadas para o meio, ou seja, séo
compostos extracelulares.

As analises quimicas realizadas identificaram um total de 17
diferentes compostos presentes nos extratos testados, e 6 destes
compostos apresentaram registros sobre atividades bioldgicas e
importancia econémica na literatura consultada.

Dentre as principais atividades biologicas apresentadas pelos
compostos identificados estdo: efeito imunossupressor, efeito supressor
da proliferacdo de linhagens de células cancerosas, diminuicdo dos
niveis de colesterol, atividade neuroprotetora e hepatoprotetora,
atividade antiinflamatéria, atividade inibitéria de Quorum Sensing e
formacéo de biofilmes.
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