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RESUMO

Infe¢des pelo gonococo e por clamidia estdo entre as doengas sexualmente transmissiveis
mais comuns causadas por bactérias no mundo. Por outro lado, tem-se verificado um aumento
de resisténcia da Neisseria gonorrhoeae aos diferentes antimicrobianos usados no mercado,
sendo desta forma urgente a descoberta de novas solu¢des antimicrobianas no combate a esta
infecdo. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de
extratos e respetivos compostos fenolicos puros de nove espécies de cogumelos silvestres,
provenientes do Nordeste de Portugal, contra Neisseria gonorrhoeae obtida de exsudados da
uretra no CHTMAD - Centro Hospitalar de Tras-os-Montes e Alto Douro. Para a
determinagdo das concentragdes minimas inibitérias (CMI) de crescimento recorreu-se ao
método da microdiluicdo e ao ensaio colorimétrico com cloreto de p-iodonitrotetrazolio
(INT). De um modo geral, todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana sobre a
Neisseria gonorrhoeae, e alguns compostos parecem apresentar boa atividade antimicrobiana
para esta bactéria, tornando-se pertinente estudar o mecanismo de acdo destes compostos na
inibicdo da bactéria bem como a sua toxicidade celular no sentido de avaliar possiveis
aplicacdes clinicas na terapéutica e mesmo na preveng¢ao da gonorreia.

1. INTRODUCAO

A vigilancia e controlo dos resultados terapéuticos na ultima década chamou a ateng¢ao para o
flagelo da crescente resisténcia aos antibioticos [1]. O relatério da OMS publicado em 2001
faz referéncia a estimativa de que mais de seis milhdes de casos de gonorreia (infe¢do causada
pela Neisseria gonorrhoeae) ocorrem a cada ano e com indices crescentes, principalmente nos
paises em desenvolvimento. Por outro lado, tem-se vindo a verificar uma resisténcia
emergente deste microrganismo aos agentes antimicrobianos comuns no seu tratamento,
sendo um grande obsticulo no controle de gonorreia [2,3]. Em simultaneo, a fonte que
anteriormente era abundante em compostos antimicrobianos novos e inovadores tem-se
esgotado, tornando a sua producdo muito exigente e pouco lucrativa. Assim, ¢ urgente a
descoberta de novas solu¢des antimicrobianas no combate a esta infecdo. Os cogumelos tém
sido reconhecidos como alimentos funcionais e como uma fonte para o desenvolvimento de

medicamentos e nutracéuticos podendo ser uma fonte de antibidticos naturais [4,5]. Por outro
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lado, estudos in vitro bem como estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo de
compostos fendlicos extraidos de cogumelos podem diminuir significativamente o risco de
problemas graves de satde através da sua atividade antimutagénica, anti-inflamatoria e
antibacteriana [6,7]. Tendo por base o referido anteriormente, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos e respetivos compostos fendlicos puros de
nove espécies de cogumelos silvestres, provenientes do Nordeste de Portugal, contra
Neisseria gonorrhoeae obtida de exsudados da uretra no CHTMAD — Centro Hospitalar de
Tréas-os-Montes e Alto Douro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacio dos extratos

Cada amostra de cogumelo liofilizada (ca. 3 g) foi extraida usando uma mistura de metanol:
agua (80:20; 30 ml) a -20 ° C durante 6 h. Depois de 15 min em banho ultrassonico, o extrato
foi centrifugado a 4000g por 10 min e filtrado através de papel Whatman n ° 4. O residuo foi
entdo extraido com duas porc¢des adicionais de 30 ml da mistura metanol: dgua. Os extratos
combinados foram evaporados, sob pressdo reduzida, para remover o metanol e,
posteriormente, liofilizados, dissolvidos em agua numa concentragdo de 200 mg/ml e

armazenados a - 20 ° C para uso posterior.

2.2. Preparacao de compostos fenolicos

Os compostos foram identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detecdo de diodos (HPLC-DAD). Estes foram submetidos a avaliagdo da atividade
antimicrobiana contra Neisseria gonorrhoeae. Os compostos foram dissolvidos em agua,

numa concentracao de 10 mg/ml e armazenados a -20 °C para uso.

2.3. Ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para a determinagdo das concentragdes minimas inibitorias (CMI) de crescimento recorreu-se
ao método da microdilui¢do e ao ensaio colorimétrico com cloreto de p-iodonitrotetrazolio
(INT), seguindo a metodologia sugerida por Kuete e seus colaboradores [8] com algumas
modificagoes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da Tabela 1 demostraram que os nove extratos estudados, na gama de
concentragdes testadas (10,0-20,0 mg/ml), conseguiram inibir completamente o crescimento
de Neisseria gonorrhoeae. De todos as espécies testadas, os extratos de Agaricus bisporus,
Lactarius deliciosus, Russula delica e Sarcodon imbricatus foram aqueles que apresentaram
maior atividade em concentragdes de extrato muito reduzidas (CMI= 1,25 mg/ml). O extrato
de Leucopaxillus giganteus apresentou uma CMI = 2,5 mg/ml e o de Ramaria botrytis e

Agaricus arvenses apresentaram uma CMI de 10 mg/ml. O extrato de Tricholoma
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portentosum demonstrou ser o de menor atividade contra Neisseria gonorrhoeae, com uma
CMI elevada (20 mg/ml).

Tabela 1. Valores de CMI de extratos de cogumelos contra Neisseria gonorrhoeae.

Extratos fenélicos CMI (mg/ml)
Agaricus arvensis 10
Agaricus bisporus 1,25
Lactarius deliciosus 1,25
Lepista nuda 5
Leucopaxillus giganteus 2,5
Ramaria botrytis 10
Russula delica 1,25
Sarcodon imbricatus 1,25
Tricholoma portentosum 20

Composto de referéncia

Ceftriaxon <1

Dos principais compostos fendlicos derivados do acido benzoico presentes em extratos de
cogumelos, verificou-se que os acidos protocatéquico, vanilico, 2,4-di-hidroxibenzoico e
gélico inibiram a Neisseria gonorrhoeae para uma concentragdo de Img/ml, ndo se
verificando qualquer atividade antimicrobiana para o 4cido p-hidroxibenzoico. Relativamente
aos derivados do 4cido cinamico, os acidos p-cumarico, fertlico e o proprio 4cido cinamico

apresentam atividade antimicrobiana para uma concentra¢do de 1 mg/ml (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de CMI de compostos fendlicos de cogumelos com Neisseria gonorrhoeae.

Compostos fendlicos CMI (mg/ml)
Derivados do acido benzoico

Acido p-hidroxibenzoico >1
Acido 2,4-di-hidroxibenzoico 1
Acido protocatéquico 1
Acido galico 1
Acido vanilico 1
Acido siringico >1
Derivados do acido cinamico

Acido cindmico 1
Acido p-cumérico 1
Acido o-cumérico >1
Acido cafeico >1
Acido fertlico 1
Acido clorogénico >1

Composto de referéncia
Ceftriaxon <1
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De um modo geral, todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana sobre a Neisseria
gonorrhoeae, e alguns compostos parecem apresentar boa atividade antimicrobiana para esta
bactéria, sendo pertinente estudar no futuro o mecanismo de acdo destes compostos na
inibicdo da bactéria bem como a sua toxicidade celular no sentido de avaliar possiveis

aplicagdes clinicas na terapéutica e mesmo na preven¢ao da gonorreia.
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