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RESUMO

A biodiversidade de plantas da floresta amazoOnica é vasta e apresenta um enorme
potencial para obtencdo de produtos bioativos. Vivendo de maneira mutualistica com as
plantas, estdo os fungos endofiticos que possuem grande habilidade de produzir
metabdlitos secundarios, de elevada importancia para industria farmacéutica e academia.
Apdbs o isolamento, as linhagens foram submetidas a uma avaliagdo antimicrobiana.
Foram realizados experimentos em meios solidos com intuito de saber se algum iria
apresentar atividade antimicrobiana com a formacdo de halos, frente aos patégenos
Staphylococcus aureus, Candida albicans e Escherichia coli, esses halos foram medidos
em milimetros ao longo de trés dias. Portanto este trabalho teve como objetivo verificar
0 potencial bioldgico dos fungos endofiticos pertencentes a planta Ampelozizyphus
amazonicus, conhecida como saracura-mira.

Palavras-chave: Saracura-mira, Fungos Endofiticos, Metabolitos Secundarios,
Atividade Antimicrobiana.

ABSTRACT

The biodiversity of plants in the Amazon rainforest is vast and has enormous potential
for obtaining bioactive products. Living in a mutualistic way with plants, are endophytic
fungi that have great ability to produce secondary metabolites, of high importance for the
pharmaceutical industry and academia. After isolation, the strains were subjected to an
antimicrobial evaluation. Experiments were performed in solid media in order to know if
any would show antimicrobial activity with the formation of halos, against the pathogens
Staphylococcus aureus, Candida albicans and Escherichia coli, these halos were measured
in millimeters over three days. Therefore, this work aimed to verify the biological
potential of endophytic fungi belonging to the Ampelozizyphus amazonicus plant, known
as saracura-mira.

Keywords: Saracura-mird, Endophytic fungi, Secondary metabolites, Antimicrobial
activity.

1 INTRODUCAO
1.1 BIODIVERSIDADE

A biodiversidade de plantas medicinais encontradas na floresta amazonica
utilizadas como fonte de produtos naturais € enorme. O uso dessas plantas, se deu de
maneira inicial pelos indigenas sendo posteriormente utilizadas pelos meédicos

portugueses devido a escassez de medicamentos na regido. O uso deste conhecimento

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.3, p. 22723-22739 feb/mar 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

22725

tradicional, chama atencdo de pesquisadores, pois a Amazonia destaca-se por sua
biodiversidade, ainda pouco estudada, e pela disponibilidade de matéria prima vegetal
para a obtencdo de compostos bioativos (BRAZ FILHO, 2010).

Dentre estes organismos vegetais tem-se a Ampelozizyphus amazonicus Ducke,
planta da familia Rhamnaceae de elevada importancia econdmica e terapéutica com
poucos estudos sobre seu potencial quimico e bioldgico. Originalmente, a A. amazonicus
é encontrada na América do Sul, no Brasil é encontrada nos estados do Amazonas, Para
e Roraima, quando pequena tem forma de arbusto, depois de grande torna-se um cipo
lenhoso, cresce em terras ndo inundadas, proximo de igarapés e cachoeiras. E conhecida
também por saracura-mird, cervejinha, cerveja-de-indio, cerveja-do-mato, curupira-mira,
entre outros. Seguindo o conhecimento dos antigos, todos usam essa planta de maneira
empirica para o tratamento de malaria, figado, diarreia, como afrodisiaco, energético e
anti-inflamatorio, para tumores, entre varios outros males (SANTOS et al.,2005;
LIMA,2006; JUNIOR, 2011; PECANHA et al., 2012).

1.2 FUNGOS ENDOFITICOS E METABOLITOS SECUNDARIOS

O termo endofitico foi originalmente descrito por De Bary no ano de 1866, e trata-
se de organismos que colonizam o interior de hospedeiros vegetais como algas marinhas,
musgos e samambaias auxiliando no seu desenvolvimento. Este diversificado grupo
ocorre em toda a superficie terrestre como solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas
tropicais, mangues e regifes costeiras. A relacdo existente entre os endofitos e o
hospedeiro é do tipo mutualistica, pois os fungos recebem abrigo e nutrientes, enquanto
as plantas recebem protecdo contra predadores naturais. Os fungos auxiliam ainda na
regulacéo de fatores fisicos como pH, temperatura, estresse hidrico, salinidade e outros
(SILVA, 2006; CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013).

Os fungos endoéfitos foram encontrados por volta de 1904, mas somente ganhou
importancia na década de 80, por causa das suas substancias metabdlicas secundarias.
Sendo assim, deve-se considerar que as propriedades farmacologicas de plantas
medicinas como a A. amazonicus, podem estar associadas a compostos bioativos que 0s
fungos enddfiticos biossintetizam, assim, deduz-se que as plantas medicinais abrigam
microrganismos que se adaptam a quimica do vegetal de tal forma que consegue
reproduzi-la ou conseguem produzir um analogo com atividade biologica similar.
(BRUM, 2006; SPECIAN et al., 2014)
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Dessa maneira os fungos endofiticos sdo capazes de sintetizar diversos compostos
com atividade biolégica como hormdnios, antimicrobianos, antitumorais, antifungicos,
antivirais, antiparasitarios, podendo ser utilizados nos diversos setores das industrias
alimenticias, agricolas e farmacéuticas, assim como em outras areas comerciais
(FERRARA, 2006; CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013)

Ressalta-se a importancia de atentar para as atividades metabdlicas desses fungos,
uma vez que, existe a necessidade de obter novos medicamentos vindos de produtos
naturais, que consigam inibir o crescimento ou até mesmo matar 0s microrganismos
patogénicos, que causam doencas graves e algumas sem cura, aos seres humanos. Essa
necessidade deve-se muito a resisténcia que esses microrganismos patogénicos ganharam
contra alguns antibidticos nos ultimos anos. Antes era somente vista em ambientes
hospitalares, porém nos tempos atuais, esta sendo encontrada em varios ambientes fora
do hospitalar e consequentemente atingindo pessoas sadias, alguns fatores como 0 uso
irracional de medicamentos, a capacidade dos microrganismos, principalmente as
bactérias de trocarem informacBes genéticas, entre outros, propiciam essa resisténcia.
(MICHELIN et al., 2005; PEREIRA; MELLO, 2017).

1.3 MICRORGANISMOS PATOGENICOS

1.3.1 Taxonomia, patogenicidade e resisténcia de Candida albicans
Pertencente ao reino: Fungi; Divisdo: Eucomycota; Subdivisdo: Deuteromycotina;

Classe: Blastomycetes; Familia: Cryptococcacea. As Candidas sdo fungos dimorficos,
gram-positivos e apresentam-se na forma de levedura (células ovais, globosas) e na forma
patogénica apresentam pseudo-hifas ou hifas verdadeiras, entre mais de 200 espécies, a
C. albicans é a que mais frequentemente causa danos a satide humana, no Brasil a segunda
gue mais causa danos € a C. tropicallis, atualmente e em outros paises a C. glabrata, fica
em segundo depois da C. albicans. (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007;
GIOLO; SVIDZINSKI, 2010);

As infeccdes causadas por Candida spp, vao de simples micoses superficiais até
infeccOes profundas e gravissimas como a candidemia. Logo, este microrganismo tornou-
se um problema de satde publica mundial, pois, possui um grande nimero de mecanismo
de resisténcia aos antifungicos, usados no tratamento terapéutico, um dos principais
mecanismos de resisténcia é o biofilme-que é o agrupamento de microrganismos vivendo

em comunidade e com isso favorecendo a protecdo contra as defesas imunoldgicas e
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também contra a agdo dos antiflingicos. (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; SANTANA
etal., 2015).

A Candida spp, faz parte da microbiota natural do ser humano, encontrada na
boca; no trato gastrointestinal; no vaginal; nos pulmdes e na uretra. Porém torna-se
patogénica quando o hospedeiro sofre uma baixa na sua imunidade, por esse motivo é
considerada um patégeno oportunista, mais comum nos seres humanos. A patogenicidade
ou viruléncia da Candida spp esta na sua capacidade de provocar uma doenca, e esta
associada a outros fatores inerentes ao hospedeiro como a baixa na sua imunidade, idade
(crianca e idosos), pelo uso de antibidtico, terapia prolongada, imunocomprometidos,
portadores de doencas como: cancer, diabetes mellitus, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), neutropenia e outras (RODRIGUES; MEZZARI; FUENTEFRIA,
2011; SILVA et al., 2014).

Outras situacBes que podem ocorrer, sdo as rupturas das barreiras anatbmicas
como queimaduras, por exemplo, assim como 0s procedimentos invasivos, que sdo para
dar sobrevida ao paciente e tornam-se portas de entradas para 0s microrganismos, como
0s cateteres, sondas, entre outros, esses fatores precisam estar associados aos fatores de
viruléncia préprios da Candida spp. Os fatores mais comuns séo aderéncia - é a unido do
microrganismo com o tecido, célula do hospedeiro, o inicio de tudo; dimorfismo - é a
capacidade do fungo de crescer de duas formas (levedura e filamentosa); variabilidade
fenotipica ou Swtching - é a alteragcdo fenotipica na morfologia das col6nias de C.
albicans; Producdo de enzimas extracelulares (protease e fosfolipase), essas enzimas
servem para romper as membranas celulares do hospedeiro e assim, propiciar a invasao;
outro fator que contribui com a patogenicidade nos humanos é a capacidade de se
multiplicar em altas temperaturas. (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007;
GERALDINO et al., 2012);

1.3.2 Taxonomia, patogenicidade e resisténcia de Staphylococcus aureus

Taxonomicamente o Staphylococcus, pertence a familia: Micrococcae; 0 género
Staphylococcus, tem 33 espécies, atualmente. Foi relatada pela primeira vez em 1880, por
Alexandre Ogston. Sdo cocos gram-positivos, imoveis, ndo esporulados e em
determinadas situacdes ndo-encapsulados, e de catalase positiva. Apresentam ainda
diversas caracteristicas morfoldgicas, conforme podem ser observadas na figura 3.
(SANTOS et al., 2007; RODRIGUES, 2009)
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E um microrganismo que vive em associacio com ser humano, sio encontrados
na pele e em outras areas do corpo, porém, a sua preferéncia de colonizagdo sao as fossas
nasais, ndo causam sintomas e nem infecg&o, assim o homem é seu reservatorio principal.
O que passa a ser mais um motivo para preocupacao, pois o individuo assintomatico pode
ser um agente de transmissdo, especialmente no ambiente hospitalar, por isso a
importancia da higienizagdo correta das méos. (SANTOS et al., 2007, RODRIGUES,
2009)

O S. aureus tem uma distribuicdo muito grande, pois, possui a capacidade de
resistir a varios fatores hostis, podendo ficar viavel por muito tempo em muitos
ambientes. Este organismo é causador de infeccBes hospitalares, com elevado indice de
mortalidade devido sua resisténcia aos antimicrobianos, provavelmente ou um dos fatores
importantes para isso acontecer pode ser o uso indiscriminado dos antibi6ticos.
(RODRIGUES, 2009; FREITAS et al., 2016).

Essas novas cepas ficaram conhecidas com MRSA (Staphylococcus aureus
Resistente a Meticilina). Até a década de 80 era de ambito hospitalar, mas, acabou
chegando a comunidade, chamaram de CA-MRSA (Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina Adquirido na Comunidade). Os primeiros isolados no Brasil como CA-MRSA,
apresentavam-se clinicamente de furunculose e artrite séptica. (SOUZA; REIS;
PIMENTA, 2005; FERREIRA et al., 2009)

Esse mecanismo de resisténcia do S. aureus aos antimicrobianos, deve-se a
capacidade de ser codificada cromossomicamente e mediada por plasmideos. As cepas
de S. aureus que apresentam esse plasmideo que codifica a enzima (B-lactamases), que
paralisa ou destroi por hidrolise o anel f-lactamico, assim o antibio6tico perde sua funcéo.
(SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005); FERREIRA et al., 2009)

O S. aureus causa infec¢des na pele como as foliculites, os furinculos, o impetigo
e 0s carbunculos, assim como infec¢Bes mais profundas e graves como a endocardite, a
pneumonia bacteriana, a artrite bacteriana, a bacteremia, (presenca de bactérias na
corrente sanguinea), alem, das sindromes da pele escaldada e do choque toxico, causadas
pelas toxinas do S. aureus, é considerado um patdgeno oportunista, pois precisa que seu
hospedeiro tenha uma baixa na imunidade. (SANTOS et al., 2007; COUTINHO et al.,
2008; FERREIRA et al., 2009).

A patogenicidade, assim, como a sua colonizacao estdo associadas aos fatores de
viruléncia do microrganismo, os quais sao de tal relevancia na adeséo celular, na captacéo

de nutrientes e na sua evasdo da resposta imunoldgica do hospedeiro. Séo classificados
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em trés estagios: 1. Fatores de aderéncias as células ou a matriz extracelular, como a
producdo de moléculas de fibrinogénio, fibronectina, colageno ou da enzima coagulase.
2. Fatores relacionados a evasdo da defesa do hospedeiro, com diversas enterotoxinas
estafilococicas; a toxina da Sindrome do choque tdxico, a proteina A, lipases e
polissacarideos capsulados. 3. Fatores relacionados com a invasdo na célula do
hospedeiro e a penetracdo nos tecidos e superficies de cateter e préteses, os quais incluem
as proteinas (toxinas) a, B, 8, y € 6 — hemolisinas. (SANTOS et al., 2007; COUTINHO et
al., 2008).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 COLETA, ISOLAMENTO, PURIFICACAO E CONSERVACAO DOS FUNGOS

DE AMPELOZIZYPHUS AMAZONICUS

A amostra vegetal coletada na Reserva Florestal Adolpho Ducke foi transporta em
recipiente estéril para o laboratério multidisciplinar da Escola Superior Batista do
Amazonas (ESBAM). No laboratorio a amostra foi submetida ao processo de assepsia

conforme a figura 1.

Figura 1 - Assepsia do galho Ampelozizyphus amazonicus

Alcool 70% Hipoclorito 1% Alcool 70% Agua
20 segundos 15 segundos 20 segundos 60 segundos

Fonte: autora da pesquisa

Em seguida o galho foi quebrado em vérios pedacos pequenos e levados ao fluxo
laminar, para entdo serem inoculados com o auxilio de uma pinga em placas de petri,
contendo o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), suplementado com amoxilina
(C=50 mg/mL) numa matriz 2x2. As placas foram incubadas em estufa a 28 °C+1 por 7

dias. O experimento foi feito em triplicata.
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Figura 2 - Esquema de Isolamento

Fonte: autora da pesquisa

Passados quatro dias do isolamento, com a observacdo macroscopica iniciou-se a
purificacdo pela técnica de repique, para novas placas contendo BDA. Quando puras, as
linhagens foram conservadas em glicerol a 20% e armazenadas em geladeira. Tais

procedimentos podem ser observados na figura 2.

Figura 3 - Isolamento e conservagdo dos fungos

B N

A, B e C: Placas de petri ao longo do experimento de isolamento. D: Retirada de fragmentos da colonia
pura. E e F: conservacdo das linhagens. Fonte: autora da pesquisa.
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2.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO

As linhagens selecionadas para o teste antimicrobiano, foram cultivadas
previamente no meio de cultura Yeast Extract Sucrose Agar - YES, figura 3, durante 15
dias, a 28 °C. Apds o tempo de crescimento, foram feitos blocos de gelose com cerca de
1 cm de didmetro. As leveduras e bactérias patogénicas foram reativadas em caldo SB e
MH, respectivamente e repicadas para placas de petri, figura 4. A reativagdo ocorreu por

24 horas a temperatura de 37 °C.

Figura 3 1- Linhagens selecionadas, cultivadas no meio YES

¢ E

Fonte: autora da pesquisa

Figura 4 -Patégenos: Candida albicans A e Staphylococcus aureus B,respectivamente

A. I.

Fonte: autora da pesquisa

ApOs a reativacdo, os patdgenos foram diluidos até a escala 0,5 da McFarland.
Em seguida com o auxilio de um swab, os patégenos foram semeados em meio sélido
apropriado. Por fim, os blocos de gelose foram inoculados no centro das placas. Foi
considerado com positivo a formacéo de halo de inibicdo.

A inoculagdo das bacteérias e fungos utilizados foram seguindo a padronizacdo da
escala de McFarland, segundo o qual a turbidez é de 0,5 conforme observado na figura
5.
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Figura 5 - Inoculo dos patdgenos.

Fonte: autora da pesquisa

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 OBTENCAO DAS LINHAGENS DE AMPELOZIZYPHUS AMAZONICUS
No presente estudo, foram obtidas sete linhagens fangicas. Na figura 6, estéo

apresentadas as caracteristicas macromorfoldgicas dos fungos.

Figura 6 - Linhagens Flngicas Puras

Q0

Fonte: autora da pesquisa

Das linhagens obtidas foram selecionados F14, F15 e F16 devido apresentarem
caracteristicas macromofoldgicas diferentes dos demais.

Figura 7 - Linhagens escolhidas: F14-A, F15-B e F16-C

F14 F15 F16

Fonte: autora da pesquisa
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As linhagens F14, F15 e F16, foram testadas contra os patégenos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans, como mostra a tabela 1.

Tabela 1 A¢do antimicrobiana das linhagens escolhidas frente aos patégenos

Linhagens escolhidas E. coli C. abicans S. aureus
F14 - - -
F15 - + +
F16 - -

Fonte: autora da pesquisa

3.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO

O efeito antimicrobiano dos fungos testados frente a C. albicans, pode ser
observado nas figuras 8 e 9.

Figura 8 - Formacdo de pequeno halo no primeiro experimento que foi realizado no dia 20/09/18

Fonte: autora da pesquisa

Figura 9 - Formag&o de pequeno halo na segunda vez, que o experimento foi realizado: 01/10/18

Fonte: autora da pesquisa

Os halos de inibicdo foram acompanhados por trés dias e seus valores estéo
apresentados na tabela 2.

Tabela 2 Atividade Antimicrobiana frente a C. albicans

Linhagem fangica Setembro/hora 1 2 3
F15 24 10mm 0.9mm 0.7
48 12mm 10mm 0.8
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72 12mm 10mm 0.8
Outubro/hora

24 13mm 18mm -

48 15mm 20mm -

72 15mm 20mm -

Fonte: autora da pesquisa

O efeito antimicrobiano dos fungos testados frente a S. aureus, pode ser
observado na figura 10 e 11.

Figura 10 - Formacéo de pequeno halo na segunda vez, que o experimento foi realizado: 01/10/18

Fonte: autora da pesquisa

Figura 11 - N&o houve formagdo de halo no segundo experimento realizado dia 01/10/18

Fonte: autora da pesquisa

Os halos de inibicdo foram acompanhados por trés dias e seus valores estdo
apresentados na tabela 3

Tabela 3 Atividade Antimicrobiana frente a S. aureus

Linhagem flngica Setembro/hora 1 2 3
24 10mm 13mm 10mm
48 12mm 15mm 12mm
72 12mm 15mm 12mm

F15 Outubro/hora

24 - - -
48 - - -
72 - - -

A atividade antimicrobiana foi analisada conforme o tamanho do halo e sua (-) auséncia. Fonte: autora da
pesquisa
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Conforme pode ser observado na tabela acima, os valores das medidas dos halos
para o teste com S. aureus, da placa 2 podem ser comparados com os valores da
ampicilina+sulbactam, e também com da oxacilina, ambos sdo sensiveis de acordo com
o manual do antibiograma (Difuséo de Disco Kirby e Bauer), assim como, as placas 1 e
3, comparadas com a oxacilina, sdo consideradas intermediarias.

No presente trabalho foi possivel observar os fungos obtidos do galho do A.
amazonicus, depois da assepsia. As setes linhagens ndo foram identificadas, por falta de
tempo e estrutura do laboratdrio.

Em confronto com outros trabalhos a quantidade de fungos encontrados parece
pequena, porém precisa ser observado que o tempo era escasso, foi usada s6 a parte do
galho e também a quantidade de placas e o processo de isolamento se diferem.

No trabalho de Batista, Raposo e Silva (2018) que isolaram 50 linhagens, mas
usaram 150 fragmentos, e mesmo assim conseguiram somente duas linhagens com
atividade antimicrobiana, contra o S. aureus, assim como no trabalho de Souza et al
(2004), que tambem obteve resultado contra o S. aureus.

No presente trabalho foram isoladas sete linhagens e escolhidos apenas trés, para
serem realizados os experimentos. Desses trés, um apresentou atividade antimicrobiana,
frente ao S. aureus, como nos trabalhos citados, e foi mais além, pois teve atividade contra
a C. albicans.

Com relagéo a C. albicans, os trabalhos de Souza et al (2004) e Batista, Raposo e
Silva (2018), ndo obtiveram resultados contra ela. Com relacdo a E. coli, o trabalho de
Batista, Raposo e Silva (2018), se iguala a este, pois ambos ndo apresentaram atividade
contra esse patdgeno. Assim, o0 presente estudo corrobora com ambos os trabalhos
supracitados.

Em relacdo aos resultados diferentes, quanto ao S. aureus, nos experimentos
realizados nos dias 25 de setembro e 01 de outubro, provavelmente tem ligacdo com o
meio de cultura que foram repicados.

A linhagem F15, foi repicado no meio YES no primeiro experimento, esse meio
tem a funcdo de estressar o fungo, para que libere metabdlitos secundarios, e assim teve
a acdo antimicrobiana contra o S. aureus. No segundo experimento foi repicado no meio
BDA, que ndo causa excita¢des no fungo, somente o nutri.

Acredita-se que este trabalho seja o primeiro com a planta A. amazonicus
(saracura-mird), fazendo uma relagdo com os fungos endofiticos, pois ndo foram descritos

na literatura trabalhos com este objetivo de pesquisa.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Mediante ao que foi observado os fungos endofiticos, possuem um grande potencial a ser
explorado, assim como nossa floresta que é a mais rica em biodiversidade de plantas e
consequentemente de fungos, pois estdo em todos os lugares, e alguns nunca foram sequer
descritos.

Apesar de dois dos fungos ndo apresentarem atividades antimicrobianas, ndo quer dizer
que ndo obtenham outros metabolitos secundarios, com outras utilidades essenciais a
outras areas de pesquisas.

Acreditando no potencial biotecnoldgico, medicinal, entre outros dos fungos endofiticos,
espera-se que este trabalho abra caminho para novos estudos e experimentos, € uma

perspectiva para futuras pesquisas.
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