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INTRODUCAO

Antimicrobianos sdo compostos que podem impedir ou inibir o crescimento de micro-
organismos, tendo efeito determinado de acordo com o seu tipo de atividade e o tipo de micro-
organismo alvo (Magalhées, 2015).

Quando Alexander Fleming, um médico do St. Mary’s Hospital de Londres, observou em uma
placa de Petri em seu laboratério, na qual se cultivava uma cepa de Staphylococcus aureus
(Rosenbach), um halo de inibicdo ao redor de uma contaminagdo causada ascomiceto do género
Penicilium, ele determinou que essa inibicdo se dava por uma substancia produzida pelo fungo,
nomeada por ele de Penicilina. Ela foi o primeiro antimicrobiano de utilidade clinica, por ser ndo-
toxico a animais e ser filtravel (Fleming 1929; Tavares 2001; Tortora et al. 2012).

Os fungos desenvolveram inumeras estratégias de sobrevivéncia na natureza, pois estao sujeitos
a ataque de predadores e parasitas, assim como sempre competindo por substratos e condicdes
adequadas para a sua reproducdo. Uma destas estratégias € a producdo de metabolitos de defesa, como
0s metabdlitos antimicrobianos. Algumas dessas substancias sao de interesse farmacoldgico (Abraham
2001; Karaman et al. 2012).

Milhares de espécies de macrofungos sdo encontrados na floresta amazonica, sendo um deles
Panus strigellus (Berk.) Overh. Esta espécie apresenta caracteristica termofila, ou seja, cresce em
temperaturas entre 35 a 40 °C, consideradas altas para basidiomicetos (Vargas-Isla e Ishikawa 2008).
O consumo desta espécie pelos povos indigenas Yanomami foi relatado por Sanuma et al. (2016).

Panus strigellus produz metabdlitos secundarios com potencial clinico, como a hipnofilina,
substancia da classe dos sesquiterpenos, que apresenta potencial antimicrobiano contra Bacillus subtilis
(Ehrenberg) Cohn, Staphylococcus aureus Rosenbach; Atividade antifungica contra Cladosporium
herbarum (Pers.) Link. (Ishikawa et al. 2009; Ishikawa et al. 2012). Este mesmo composto também ja
foi isolado de outras espécies e apresentou atividade antiprotozodria contra Trypanosoma cruzi Chagas.
e Leishimania amazonensis Lainson & Shaw (Souza-Fagundes et al. 2010). Outros compostos
extraidos de P. strigellus apresentaram atividade contra Enterococcus faecalis (Andrewes & Horder)
Schleifer & Kilpper e Pseudomonas aeruginosa (Schréter) Migula (Vasquez et al. 2018).

Trabalhos realizados por esta equipe demonstraram que culturas de P. strigellus, isolados na
Amazonia, apresentaram producdo de compostos com propriedades antibacterianas, porem, se faz
necessario saber quando se d& esta producgdo, e em quais temperaturas. Essa pesquisa, portanto, tem
como objetivo avaliar a producdo de metabdlitos antimicrobianos de P. strigellus nas temperaturas de
20-35° C, em intervalos de 5 dias, durante 45 dias.
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MATERIAL E METODOS

Micro-organismo: Foram utilizados dois isolados de P. strigellus (Tabela 1) que se encontram
armazenados na colecdo do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazoénia-INPA. Para o teste antimicrobiano, utilizou-se como micro-organismo teste
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn.

Tabela 1. Isolados de Panus strigellus coletados na Amazonia utilizados nos experimentos
N° Isolado Herbario Data de coleta Local de coleta

1  INPACM1464 INPA222827 31/07/2006  INPA-Campus Ill, Manaus, Amazonas, Brasil
2 INPACM1531 INPA243940  23/02/2011  Ramal da Escola, Puraquequara, Manaus, Amazonas, Brasil

Obtencédo do indculo: Um fragmento da cultura micelial foi transferido para placas de Petri
contendo 15 mL de meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), e estes fragmentos foram incubados
em estufa de Demanda Biologica de Oxigénio (BOD) a 25 °C, na auséncia de luz durante dez dias.

Filtrado e biomassa, Avaliacdo antimicrobiana: Apds obtencdo do indculo, trés fragmentos
serdo transferidos para frascos de Erlenmeyer (125 mL) contendo 50 mL de meio Extrato de Malte e
Peptona — EMP (30 g de Extrato de Malte e 3 g de Peptona de soja por litro). Foi feita a separacao de
filtrado e biomassa de 5 em 5 dias, em um periodo total de 45 dias. Para a avaliacdo antimicrobiana,
sera usado o método de difusdo em &agar (técnica do pocinho) contra B. subtilis sera utilizado. O
experimento sera inteiramente casualizado, com trés repeti¢Ges para o crescimento micelial e nove para
a atividade antimicrobiana. Os dados do crescimento micelial e da atividade antimicrobiana seréo
submetidos 8 ANOVA e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de
significancia. Essa etapa € baseada nos métodos descritos em Ishikawa et al. (2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Curva de crescimento micelial
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Figura 1. Curva de crescimento micelial de P. strigellus, isolado INPACM1464,
durante o periodo de 45 dias. Intervalos de 5 dias. Linhas: Curva de crescimento por
temperatura. Barras em T: erro padrao.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA INPACM1531
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Os dados obtidos (Figura 1, Figura 2) mostram que o crescimento micelial, em ambos os
isolados, foi maior na temperatura de 35° C, caracterizando P. strigellus como um fungo terméfilo, e,
portanto, assim corroborando o que fora descrito por Vargas-Isla e Ishikawa (2008). Ambos
demonstraram se encaixar no modelo de crescimento exponencial (curva em forma de J), alcancando
pico de crescimento para ambos o0s isolados se deram durante o periodo de 25-30 dias, e nivelando-se
a capacidade 6tima de crescimento a partir do 35° dia. (Odum e Barrett, 2007). Quando observamos
este aspecto, o isolado que apresentou melhores resultados de crescimento foi o isolado INPACM1464.

Atividade antimicrobiana

Em relacdo ao teste de atividade antimicrobiana, ndo se realizou o teste com o isolado INPACM1464,
e por conta disto, apenas trataremos dos dados obtidos do teste antimicrobiano do isolado
INPACM1531.

O isolado comecou a apresentar atividade antimicrobiana ao vigésimo dia de cultivo (Figura 2 e 3), na
temperatura de 30° C, porém, ao vigéesimo quinto dia, apresentou halo de inibicdo em todas as
temperaturas. Os melhores resultados, ou seja, a melhor faixa de producéo no quesito temperatura, se
deu aos 20° C. Esta temperatura difere da temperatura de melhor temperatura de crescimento observada
(35° C). Isto pode se dar por uma diversidade de fatores, como por exemplo, o fato de que o fungo em
temperaturas inferiores pode se encontrar sob estresse, e por conta disto, estimulando a producdo de
compostos antimicrobianos para autodefesa. Observa-se também o fato de que o fungo comeca a
produzir metabdlitos secundarios com propriedade antimicrobiana entre o final de sua fase “log” e o
inicio de sua fase estacionéria.
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CURVA DE CRESCIMENTO MICELIAL E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA-INPACM1531
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Figura 3. Resultado do teste antimicrobiano (teste do pocinho) de P. strigellus, isolado
INPACM1531, durante o periodo de 45 dias. Intervalos de 5 dias. Barras: Atividade
antimicrobiana. Letras: Resultados do teste de Tukey (p <0,05), entre periodos de cultivo,
mesma letra em intervalos iguais significa que ndo ha diferenca significativa. Barras em
T: erro padréo.

CONCLUSAO

A producgdo de metabdlitos secundarios com propriedades antimicrobianas por P. strigellus pode
ser fruto da pressdo evolutiva sofrida pelo organismo, tendo em vista que ha constante competicao entre
organismos pela sobrevivéncia na natureza, seja por substrato, seja para ndo ser consumido por outro
organismo. O resultado aponta que ndo ha uma relacdo direta entre crescimento micelial e producéo de
compostos antimicrobiana, tendo em vista que é na temperatura de 20° C na qual o isolado testado
produz melhor atividade antimicrobiana, porém o crescimento se da de melhor forma a 35° C.
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