100

Revista Brasileira de Farmacognosia

2002

Deteccéo de atividade antibacteriana in
vitro nos extratos brutos obtidos a partir
do plasmddio de Physarellaoblonga (Berk.
& Curt.) Morgan (Myxomycetes)

Sheyla M. Ribeiro'*; Laise H. Cavalcanti?;, Eugénia C. Pereiras;
Norma B. Gusmao*; Nicacio H. Silva®

Doutorado em Ciéncias Biolégicas, Departamentos de
2Boténica, 3Ciéncias Geograficas, *Antibidticos, *Bioquimica;
Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego
s/n® 50670-901, Recife, PE, Brasil
sheyla_ribeiro@bol.com.br

Resumo

Utilizando-se o teste de difusdo em meio solido,
detectou-se atividade antibacteriana em extratos de Physarella
oblonga (Physaraceae) obtidos a partir de imobilizag&o
plasmodial e do plasmédio in natura. Os extratos foram ativos
contra Staphylococcus aureus (halos=14 mmf) e
Mycobacterium smegmatis (halos=12 mmf e 13 mmf). Menor
inibicdo foi observada frente a Bacillus subtilis (halos=10 mmf
€9 mmf) e Pseudomonas aeruginosa (halos=10 mmf e 8 mmf).
Escherichia coli apresentou resisténcia a todos os extratos
testados. O cromatograma evidenciou semelhangas na
composi¢ao quimica dos extratos, justificando as similaridades
no potencia inibitério de ambos, sendo as substancias com Rf
0,91 e 0,82, presentes em ambas as amostras, 0s provaveis
inibidores do crescimento bacteriano.

Abstract

Diffusion solid medium test was used to detect
antibacterial activity in Physarella oblonga (Physaraceae)
extracts obtained from plasmodia immobilization and in natura
plasmodium. The extracts presented activity against
Saphylococcus aureus (halos=14 mmf) and Mycobacterium
smegmatis (halos=12 mmf e 13 mmf). Slower inhibition was
obtained against Bacillus subtilis (halos=10 mmf e 9 mmf) and
Pseudomonas aer uginosa (hal 0s=10 mmf e 8 mmf). Escherichia
coli presented resistenceto dl tested extracts. The chromatogram
revealed likeness in the chemical composition of the extracts,
explaining similarities in inhibitory potential. The substances
with Rf 0,91 and 0,82, present in both extracts, could beinhibitor
agents of bacterial growth.

Os mixomicetos sintetizam substancias com atividade
biologica, sendo referidas como inibidoras da germinacéo de
sementes e raizes de vegetais superiores, e de microrganismos
patogénicos, principalmente bactérias Gram-positivas e
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levedurast?3, Atividade antiviral também foi reportada para
substancias isoladas do Myxomycetes Lycogala epidendrum
(L.) Fries’.

A natureza quimica dessas substancias ainda néo é
bem conhecida. Locquin & Prevot! detectaram atividade
antibacteriana em etdlios de Fuligo septica (L.) Wigg. e
reportaram os compostos antragquindnicos como possiveis
agentes inibidores do crescimento bacteriano. Outros autores
também relatam a presenca de compostos fendlicos em varias
espécies de mixomicetos**®,

As substancias produzidas por mixomicetos séo
sintetizadas em quantidades muito pequenas, o que limita sua
utilizacdo em experimentos laboratoriais, tanto no que serefere
a atividade biolégica como a identificagdo dessas substancias.
Com o desenvolvimento de técni cas deimobilizagdo plasmodia
tornou-se possivel a sintese de substancias de Physarella
oblonga, em laboratério, a partir de fragmentos plasmodiais
imobilizadosem caulinite’.

Dando continuidade a esses estudos, o presente
trabalho objetivou detectar atividade antibacteriana em
Physarella oblonga, e comparar o efeito inibitdrio dos extratos
obtidosapartir deimobilizag&o plasmodial com extratos obtidos
apartir do mesmo plasmadio mantido em condicBes naturais, de
temperatura e luminosidade ambiente.

Detectou-se atividade antibacteriana nos extratos
obtidos a partir do plasmédio de Physarella oblonga,
imobilizado e in natura, ndo se observando diferencas no
potencial inibitrio entre os dois extratos. Staphylococcus
aureus e Mycobacterium smegmatis mostraram-se mais
sensiveis, com halos de inibicéo variando de 12mm a 14mm de
didmetro; Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa, embora
com menor sensibilidade, foram inibidos, principalmente, pelo
extrato obtido a partir do plasmodio imobilizado; ndo se
observou inibicdo do crescimento das col6nias de Escherichia
coli (Tabelal). Assimilaridadesno potencial inibitério dosdois
extratos, indicam uma semelhangca na composi¢&o quimica dos
mesmos, como pdde ser evidenciado nostestes cromatograficos
(Tabela2).

O cromatogramarevel ou apresencade trés substancias
no plasmaédio in natura de P. oblonga, duas das quais
coincidiram em relacéo aos val ores de Rf e reacéo de col oracéo,
com as substancias produzidas pelo plasmadio imobilizado. A
substancia com Rf igua a 0,97, néo detectada no plasmaédio in
natura, apresentou correspondénciacom o padrdo antraquinona
utilizado como referéncia. Por sua vez, o plasmddio in natura
apresentou uma substancia (Rf=0,50), ndo observada no
plasmadio imobilizado, que pode té-lasintetizado em quantidade
tdo pequena que nado foi possivel detecta-la pelo método
cromatografico empregado (Tabela 2). Nair & Zabka®
encontraram trés substancias no extrato metandlico do
plasmadio de P. oblonga, que apresentaram baixa polaridade e
foram reportadas como possiveis compostos fendlicos.
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Tabelal. Atividade antibacterianain vitro dos extratos de Physarella oblonga (Berck. & Curt.) Morgan (Myxomycetes) obtidos a

partir do plasmodio imobilizado e in natura

MICRORGANISMOS EXTRATOS HALOSDE INIBICAO ()
Staphylococcus aureus P 14 mm

P 14 mm
Bacillus subtilis P 10 mm

P 9mm
Pseudomonas aeruginosa P 10 mm

P> 8 mm
Escherichia coli P Seminibicéo

P Seminibicdo
Mycobacterium smegmatis P 12 mm

P2 13 mm

P1 Extrato obtido a partir de imobilizagdo plasmodial
P2 Extrato obtido a partir do plasmédio in natura

Tabela 2. Vaores de Rf e reag@o de coloragdo dos componentes cromatograficos visualizados nos extratos organicos obtidos a
partir do plasmadio de Physarella oblonga (Berk. & Curt.) Morgan (Myxomycetes)

Componentes cromatograficos
Revelagdo
Extratos Rf Coloracdo uv lodo ressublimado
254nm 366nm
Plasmaédio in natura 091 Pdrpura - + -
082 Amarelo intenso + - +
050 Amarelo pdlido + - +
Plasmaédioimobilizado em caulinita 097 Castanho + + -
091 Plrpura - +
082 Amarelo intenso + - +

Considerando-se que em outros organismos 0S cOmpostos
fendlicos apresentam atividade antimicrobiana, é possivel que
anatureza das substancias bioativas aqui detectadas pertencam
a este grupo.

Neste trabalho foi possivel demonstrar que além do
plasmaédio de P. oblonga manter-se vivo quando imobilizado
em caulinita®, ele também é capaz de produzir substancias
bioativas por este processo. Como nos ensaios antimicrobianos
os dois extratos apresentaram atividade similar, é provéavel que
as duas bandas que coincidiram em relacdo aos valores de Rf e
reacdo de coloracdo no teste cromatografico, sejam as
substanciasinibidoras do crescimento bacteriano, podendo estar
agindo isoladamente ou em sinergismo contra o0s
microrganismos testados.

Material e M éodos

Utilizou-se faneroplasmédio de Physarella oblonga
coletado sobre Elaeis guineensis L. (Arecaceae) na Reserva
Florestal de Gurjad, Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco,
Brasil. Este material foi conduzido ao laboratério edividido em
trés amostras: a) mantida na presenca de luz até a esporulacéo,
b) utilizada para o processo de imobilizacdo, c) submetida a

extracdo organica para avaliagdo das substancias produzidas
pelo plasmédio in natura. Exsicata representativa do material
estudado (amostra a) foi depositada no herbario UFP, da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, sob o n°27.874.

Os extratos foram obtidos a partir de fragmentos
plasmodiais (amostra b) enclausurados em caulinita, sendo
extraidos com 25 ml de éter/acetato de etila (65:35; V/V) e
cloroférmio/acetonitrila (60:40; V/V), seguindo a ordem de
polaridade dos solventes®. O plasmodio in natura (amostra c)
também foi submetido a extracdo orgénica com 5 ml de éter/
acetato de etila (65:35; V/V), mantendo-seem agitagdo por 1 he,
em seguida, em repouso por 24 h a, aproximadamente, 6 °C.
Apos filtrado, o residuo foi extraido com 0 mesmo volume de
cloroférmio/acetonitrila(60:40; V/V), nasmesmas condigdes. Os
extratos obtidos para cadaamostraforam reunidos e evaporados
atemperaturaambiente, sendo mantidos em dessecador até peso
constante.

Esses extratos foram ressuspensos nos mesmos
solventes utilizados para extracdo, na concentracéo de 1 mg/ml,
e submetidos a cromatografia em camada delgada, em placade
silicagel 60 Fzss+3s5 (Merck). O cromatogramafoi desenvolvido
no sistema de solventes tolueno/acetato de etila/acido formico
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(8:1:1; VIV)7, evisudizado sob luz ultra-violetaa 254 nm e 366
nm. As bandas obtidas foram reveladas com vapores de iodo
ressublimado® e comparadas através de coloracéo e valores de
Rf com o padr&o antraquinona (9,10-anthraquinone/ Merck),
utilizado como referéncia.

Para os testes de atividade antimicrobiana foram
selecionados representantes de bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus DAUFPE-01, Bacillus subtilis
DAUFPE-16), Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa
DAUFPE-39, Escherichia coli DAUFPE-224) e acool-acido
resistentes (Mycobacterium smegmatis DAUFPE-71), cedidas
pelo Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (DAUFPE).

Os ensaios antibacterianos foram realizados pelo teste
dedifusdo em meio solido, segundo Grove & Randall®, comtrés
repeticBes para cada microrganismo. Placas de Petri (9 cmf)
contendo 15 ml de meio &gar Mueller-Hinton foram inoculadas
com 50 ml das suspensdes de microrganiSmos na concentracéo
de 10 UFC/m, padronizadas pelo método de Bauer et al.%°.

Discos de papel xarope (6 mmf) foram impregnados
com 25 ml de cadaextrato orgénico naconcentragéo de 1 mg/ml,
sendo depositados sobre 0 meio previamente inoculado. Como
controle utilizaram-se discos impregnados com os respectivos
solventes utilizados para extragéo.

As placas de Petri foram mantidas sob refrigeracdo (8
°C) durante 24 h®. Em seguidaforam incubadasa38°C por 24 h,
para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e 48 h paraa
bactéria &l cool-acido resistente. Os resultados foram avaliados
medindo-se o didmetro dos hal os deinibicdo em voltados discos,
e expressos pela média das trés repeticoes.
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