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RESUMO GERAL

Agaricomycetes coletados em varias partes do mundo apresentam substancias bioativas
com atividade antialérgica, antitumoral, antiviral, antioxidante, imunomoduladora,
antiteratogénica, hipoglicémica, antiparasitaria, antimicrobiana e imunoprotetora. Além
disso, essas substancias também ajudam o organismo a prevenir o diabetes e a fortalecer o
sistema imunoldgico. Entretanto, poucos sdo os trabalhos com material coletado no Brasil.
Assim, o presente estudo tem por objetivo incrementar o conhecimento sobre o potencial
antibacteriano dos Agaricomycetes no pais por meio de pesquisa com material coletado no
Nordeste do Brasil. Para isso, foi realizado um inventario das espécies depositadas na
Micoteca URM da UFPE. As 32 culturas encontradas, foram acrescidos ao estudo uma
cultura ainda a ser depositada e extratos de 11 basidiomas frescos. Dez culturas
depositadas na Micoteca URM ndo puderam ser reativadas. As 23 culturas foram repicadas
em meio sélido de extrato de Malte. Das culturas e dos basidiomas, foram obtidos extratos
com acetato de etila, etanol e metanol, os quais foram solubilizados na concentracdo de
(1:20 v/v). Os testes preliminares com os 34 materiais (23 culturas e 11 basidiomas
frescos) foram realizados contra 11 linhagens de Staphyllococcus aureus, das quais sete
resistentes a oxacilina (ORSA), a partir da metodologia de bloco de gelose. Quinze
apresentaram atividade antibacteriana, com inibicdo entre 9-24 mm e concentracdo
minima inibitéria (CMI) de 0,18-147 pg/mL, dentre os quais Fomitopsis cupreorosea
(URM 6830), Ganoderma multiplicatum (URM 6975), G. parvulum (URM 2948),
Ganoderma sp. (extrato de basidioma fresco), Grammothele lineata (URM 6827),
Rigidoporus lineatus (URM 6828), R. microporus (URM 6878), Stereum ostrea (URM
6973) e Stereum ostrea (extrato de basidioma fresco) apresentaram forte inibicdo contra
todas as linhagens de S. aureus testadas.

Palavras-chave: Fomitopsis. Ganoderma. Grammothele. Rigidoporus.

Stereum. Antimicrobiano.



ABSTRACT

Agaricomycetes collected in several parts of the world have bioactives substances with
anti-allergic, antifungal, anti-inflammatory, antiparasitic, antiviral, antioxidant, cytotoxic,
immunomodulatory, antiatherogenic, hepatoprotective, hypoglycemic, antibacterial e
imunoprotective. Besides, these substances help the organism to prevent diabetes and to
strength the immune system. However, few are the studies with material collected in
Brazil. Thus, the current study aimed to improve the knowledge about the antibacterial
potential of Agaricomycetes in the country by researching material collected in Northeast
Brazil. For this, the inventory of the species deposited in Micoteca URM of UFPE was
done and 32 cultures were found. To these, one culture to be deposited and 11 extracts
from fresh basidiomata were added to the study. Ten cultures could not be reactivated. The
23 cultures were transferred to solid medium of malt extract. Extracts of the basidiomata
and the cultures were obtained with ethyl acetate, ethanol e methanol, which were
solubilized at a concentration (1:10 v/v). The preliminary tests with the 34 materials (23
cultures and 11 extracts of fresh basidiomata) were performed against 11 strains of
Staphyllococcus aureus, seven of which resistant to oxacilin (ORSA), using block agar.
Fifteen showed antibacterial activity, with inhibition between 9-24mm and minimum
inhibitory concentration (MIC) from 0.18-147 pg/mL, among which Fomitopsis
cupreorosea (URM 6830), Ganoderma multiplicatum (URM 6975), G. parvulum (URM
2948), Gandoerma sp. (extract of fresh basidiomata), Grammothele lineata (URM 6827),
Rigidoporus lineatus (URM 6828), R. microporus (URM 6878), Stereum ostrea (URM
6973) and Stereum ostrea (extracs of fresh basidiomata) showed strong inhibition against

all strains of S. aureus.

Key-words: Fomitopsis. Ganoderma. Grammothele. Rigidoporus. Stereum.

Antimicrobian.
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1. INTRODUCAO

A classe Agaricomycetes € constituida de 17 ordens, 100 familias, 1.147 géneros
e aproximadamente 21.000 espécies descritas (Kirk et al. 2008). Os macrofungos
(Agaricomycetes) sdo conhecidos principalmente como orelha de pau ou cogumelos. Essa
classe possui como caracteristicas principais a formacdo de corpos de frutificacéo,
chamados basidioma, nos quais sd@o produzidos os basidios e os basidiosporos, esporos de
origem sexuada (Alexopoulos et al. 1996).

Algumas espécies de Agaricomycetes podem atuar na natureza como parasitas,
engquanto que outras podem formar associa¢fes simbioticas liquénicas ou micorrizicas.
Além disso, sdo importantes decompositores pelo fato de varios representantes do grupo
apresentar producdo de enzimas capazes de decompor matéria organica vegetal (lignina e
celulose), o que contribui significativamente nos ciclos de carbono na natureza
(Alexopoulos et al. 1996, Kendrick 2000, Deacon 2006, Bibi & Bhatti 2012, Bonugli-
Santos et al. 2012).

A producdo de substancias bioativas por Agaricomycetes € decorrente do
produto do seu metabolismo secundario. O metabolismo secundario pode estar relacionado
com a capacidade que o fungo possui em desenvolver estratégias de sobrevivéncia no meio
ambiente onde vivem. A disponibilidade de nutrientes e substrato nem sempre é adequada
a sobrevivéncia, além de existirem outros organismos que competem pelo mesmo espaco.
Sendo assim, esse mecanismo permite ao fungo regular e controlar sua fisiologia de acordo
com os fatores do meio ambiente a fim de se manter nele. Por isso, o conhecimento da
producdo desses compostos é de fundamental importancia para o desenvolvimento de
estratégias de utilizacdo aplicada (Aldred et al. 1999, Inouye et al. 2004, Karaman et al.
2009, Kalyoncu et al. 2010). Ha relatos promissores na deteccdo de substancias bioativas
de interesse medicinal e/ou farmac6logo em espécies de Agaricomycetes. Essas
substancias podem apresentar atividade antialérgica, antitumoral, antiviral, antioxidante,
imunomoduladora, antiteratogénica, hipoglicémica, antiparasitaria, além de ajudar a
fortalecer o sistema imunoldgico, prevenir o diabetes, e apresentar atividade
antimicrobiana (Chihata et al. 1969, Sugano et al. 1985, Suzuki et al. 1990, Maeda et al.
1998, Suay et al. 2000, Ishikawa et al. 2001, Liu et al. 2002, Rosa et al. 2003, Lindequist
et al. 2005, Salhab 2007, Demir & Yamag 2008, Karaman et al. 2009; 2014, Beattie et al.
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2010, Kalyoncu et al. 2010, Alves et al. 2012, Atli & Yamag 2012, De Silva et al. 2012a;
2012b, Hwang et al. 2013, Wasser 2013).

Embora esses estudos ja evidenciem a producdo de metabolitos secundarios de
interesse medicinal e/ou farmacdlogo por Agaricomycetes coletados em varias partes do
mundo, hé& poucas informag6es sobre espécimes coletadas na América Latina. Desse modo
0 objetivo principal desse trabalho foi contribuir com o conhecimento sobre o potencial

antibacteriano de Agaricomycetes coletados nos neotropicos.

2. Fundamentacao Tedrica

2.1 Breve historico sobre compostos bioativos produzidos por Fungos

Os fungos de uma maneira geral se destacam pelo fato de apresentar cultivo em
laboratério, ciclo de vida curto, ampla distribuicdo em todos os ambientes, além de
apresentar menos chance de contaminacdo. Se otimizadas as condi¢fes de cultivo em
laboratdrio, os fungos podem produzir muita biomassa em pouco tempo, o que facilita a
rapida produtividade quando utilizados em processos industriais (Tang et al. 2007,
Papaspyridi et al. 2011, 2012, Liu et al. 2012, Nguyen et al. 2012). Os compostos
biologicamente ativos podem ser encontrados no basidioma, no micélio cultivado e no
caldo de cultura (Elisashvili 2012, De Silva et al. 2013, Wasser 2013).

A origem sobre o potencial antibacteriano de fungos se inicia a partir de 1876,
sendo 0 mais antigo relatorio sobre o potencial de fungos que se tem conhecimento. O fato
ocorreu quando Tyndall descreveu o efeito antagonista de uma espécie de Penicillium sp.
em bactérias. Em seguida, Gosio (1896) relatou ter isolado pequenas quantidades de uma
substancia cristalina que apresentava propriedade antibacteriana, sendo o composto mais
tarde confirmado como acido micofenolico (Florey et al. 1949). Apesar dos inimeros
relatos sobre as propriedades antibidticas de fungos datarem do final do século XIX e
inicio do século XX, apenas em 1929, Sir Alexander Fleming descreveu os efeitos da
penicilina, composto isolado de Penicillium notatum, em bactérias. Entretanto, a
importancia desse trabalho s6 ocorreu no inicio dos anos 1940, quando em Oxford, um
grupo comecou a investigar o uso da penicilina como um antibiotico em seres humanos. O
trabalho foi concluido em 1946, ap6s a constatacdo do potencial antimicrobiano da
penicilina. Desde entdo, varias investigacbes foram iniciadas com o proposito de

aprofundar o conhecimento sobre o potencial biotecnolégico de fungos.
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Muitos dos compostos de interesse biotecnoldgicos atualmente conhecidos séo
produzidos por fungos. Como exemplo, podemos citar: a penicilina, amoxicilina,
cefalosporina, griseofulvina, acido fusidico, estrobilurinas, equinocandinas, mevinolina,
lovastatina, sinvastatina e ciclosporina, (Li e Vederas 2009, Smith e Ryan 2009, Aly et al.
2011, Atli & Yamag 2012, Bekai et al. 2012, Hansen et al. 2012, Kozlovskii et al. 2013,
De Silva et al. 2013). Esses compostos tém sido utilizados na contencdo de doencas
causadas por microrganismos patogénicos. Entretanto, o uso prolongado e indiscriminado
dessas substancias, aos poucos, tem sido o fator determinante a selecdo de microrganismos
multirresistentes, tornando-se assim um problema de saude publica. Apesar das medidas
adotadas pela Organizacdo Mundial de salde que determinaram o controle na venda de
antibidticos, o uso indiscriminado e prolongado ainda é fator preocupante, sendo
necessaria a busca por novas fontes de compostos naturais que revertam o quadro atual
(Tresoldi et al. 2000, Peres-Bota et al. 2003, Kalyoncu et al. 2010, Alves et al. 2012).

Espécies de Agaricomycetes sdo uma alternativa na busca por novos compostos
bioativos, tendo em vista serem utilizados na medicina popular ha milénios (Lu, 2014). Um
dos primeiros relatos sobre o uso desses fungos como medicamento foi Fomitopsis
officinalis (= Laricifomes officinalis) usada por Dioscorides, um dos primeiros medicos na
Grécia antiga. Dioscorides ministrava doses desse fungo diluidas em mel, vinho e outros
liquidos para o tratamento de cdlicas, feridas, contusdes, fraturas de membros, dor de
estomago, disenterias, asma, histeria, flatuléncia, dentre outros problemas. A mesma
espécie também era utilizada como antidoto de veneno (Houghton 1885, Phillips 1982,
Dugan 2008). Na segunda guerra mundial, ha relatos da utilizagcdo de F. officinalis como
fonte de quinino no combate a malaria, doenga comum nos campos de combate (Blatner
2000). Na tradicdo greco-romana, Plinio recomendava suilli (provavelmente Boletus
edulis) para o tratamento de problemas no trato digestivo, manchas na pele, dor nos olhos e
outras complica¢des que surgiam na populacdo da época (Buller 1915, Dugan 2008). Na
Grécia, Fomes fomentarius era utilizada no tratamento da tuberculose, que na época era
denominada “consumagdo”. A mesma espécie também foi encontrada na bolsa que
pertencia a Otzi, o0 homem do gelo. O espécime foi preservado pelo gelo glacial por cerca
de 5000 anos (Stamets 2002, Demir & Yama¢ 2008). Nos séculos XVIII e XIX,
Fomitopsis fomentarius ja era utilizada como medicamento em bandagens anti-
hemorragicas (Zjawiony 2004). Basidiomas de espécies de Agaricus blazei foram descritos
em tratados medicos bizantinos no Mediterrdneo. Nos séculos IV e V era utilizado no

tratamento de Ulceras malignas da laringe. A mesma espécie € também utilizada
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tradicionalmente no tratamento de doencas comuns como arteriosclerose, dermatite,
diabetes, cancer, hepatite e hiperlipidemia (Ramoutsaki et al. 2002, Firenzuoli et al. 2008).
Amanita muscaria, Fomitopsis officinalis, Fomitopsis fomentarius, Inonotus obliquus,
Piptoporus betulinus, e Psilocybe spp. sdo amplamente estudas pelo seu uso popular e
tradicional hd milénios (Wasser 2013).

Estudos sobre a producdo de compostos bioativos de interesse medicinal e/ou
farmacdlogo produzidos por Agaricomycetes relatam resultados promissores. Compostos
puros com status farmacéutico vém sendo isolados desses fungos, 0s quais apresentam
cerca de 130 funcbBes medicinais incluindo atividade antialérgica, antibacteriano,
antifungica, anti-inflamatdria, antimalérico, antineopléasica, antioxidante, antiparasitario,
antiteratogénica, antitumoral, antiviral, hipocolesterolémico, além de auxiliar no
tratamento de doencas neurodegenerativas, no combate a hipertensdo e apresentar
atividade imunomoduladora (Chang 1996, Ishikawa et al. 2001, Stamets 2002, Inouye et
al. 2004, Poucherret et al. 2006, Beattie et al. 2010, Lindequist et al. 2010, Teplyakova et
al. 2012, Wasser 2011, 2013, Samberkar, 2015).

Um dos primeiros estudos a testar a capacidade de producdo de substancias
bioativas produzidas por espécies de Agaricomycetes foi realizado na década de 40. Florey
et al. (1949) testaram mais de 2000 extratos de culturas de Agaricomycetes, resultando no
descobrimento de vérias substancias bioativas, dentre elas a pleuromutilina isolada a partir
de Pleurotus mutilus, um antibiotico diterpeno triciclico que exerce atividade
antibacteriana por inibicdo da sintese proteica bacteriana por meio de interagdo com o
rRNA. A partir da pleuromutilina, foram desenvolvidos dois antibidticos semissintéticos,
tiamulina e velnemulina, ambos utilizados no tratamento de infeccBes causadas por
Mycoplasma em animais (Florey et al. 1949, Brizuela et al. 1998, Karaman et al. 2009).

Kavanagh et al. (1950) testaram a atividade antimicrobiana de Agrocybe dura
contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Neste trabalho, foi isolado o composto
denominado agrocibina que apresentou atividade antibacteriana contra bactérias gram-
positivas, gram-negativas e acido-resistentes.

Brizuela et al. (1998) realizaram a revisdo sobre os principais compostos
bioativos produzidos por microrganismos e destacam a capacidade dos Agaricomycetes em
produzir macromoléculas agrupadas de acordo com natureza quimica. Sesquiterpenos
(Merulius, Marasmius, Pleurotus e Lentinus), diterpenos (Cyatus, Crinitus), acetilenos
(Marasmius, Clitocybe, Coprinus, Pleurotus, Merulius), glicolipidios (Schizonella),

policetonas (Merulius, Phlebia), nucleosidios (Clitocybe, Lentinus) e sais de diazonio
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(Agaricus xanthodermus) séo alguns exemplos de compostos produzidos por
Agaricomycetes que apresentam atividade antibiotica. Brizuela et al. (1998) enfatizam a
importancia do conhecimento de moléculas bioativas produzidas por espécies de
Agaricomycetes, tendo em vista o desconhecimento da potencialidade desses fungos.

Suay et al. (2000) relataram a atividade antibidtica diversificada em 317 isolados
representados por 204 espécies distribuidas entre as ordens Agaricales, Boletales,
Cantharellales, Cortinariales, Dacrymycetales, Ganodermatales, Hericiales,
Hymenochaetales, Hymenogastrales, Lycoperdales, Nidulariales, Poriales, Russulales,
Schizophyllales, Sclerodermatales, Stereales e Thelephorales. A maior propor¢do de
atividade ocorreu nos membros de Ganodermatales, seguido por Agaricales, Boletales,
Poriales e Stereales. Quarenta e cinco por cento dos 317 isolados inibiram o crescimento
de uma ampla variedade de microorganismos, dentre os quais B. subtillus, Enterococcus
faecium, Mycobacterium smegmatis, P. aeruginosa, Serratia marcescens e S. aureus.

Zjawiony (2004) realizou uma revisdo sobre 0s compostos bioativos de espécies
de Agaricomycetes, dentre 0s quais aqueles com propriedade antibacteriana. O autor relata
o0 isolamento de ganomicina A isolada a partir de Ganoderma pfeifferi, ganomicina B de
Ganoderma lucidum; coriolina isolada de Coriolus consors; biformina extraida de
Trichaptum biforme; frustulosina e o frustulosinol obtidos de Stereum frustulosus; acido
pleurotélico isolado de Pleurotellus hypnophilus, acido merulinico A, B e C extraidos de
Merulius tremellosus e Phlebia radiata, acido pinicolico obtido de Fomitopsis pinicola. De
Merulius tremellosus foi também extraido o &cido trametendlico. Outras substancias
também foram extraidas de Ganoderma aplanatum, Laetiporous sulphureus, Lentinus
crinitus, Pleurotellus hypnophilus e Pycnoporus sanguineus.

Yamag e Bilgili (2006) testaram a atividade antimicrobiana de extratos obtidos
de Amanita caesarae, Armillaria mellea, Chroogomphus rutilus, Clavariadelphus
truncatus, Clitocybe geotropa, Ganoderma sp., Ganoderma carnosum, Hydnum repandum,
Hygrophorus agathosmus, Lenzites betulina, Lepista nuda, Leucoagaricus pudicus,
Paxillus involutus, Polyporus arcularius, Rhizopogon roseolus, Sarcodon imbricatus,
Suillus collitinus, Trametes versicolor, Tricholoma auratum e Tricholoma fracticum contra
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Os autores verificaram que todas as
espécies testadas apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo menos uma das

espécies de bactérias testadas.
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Barros et al. (2008) testaram Cantharellus cibarius, Hypholoma fasciculare,
Lepista nuda, Lycoperdon molle, Lycoperdon perlatum, Ramaria botrytis e Tricholoma
acerbum contra Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. Resultados positivos foram observados em Cantharellus cibarius, Hypholoma
fasciculare, Lepista nuda, Ramaria botrytis que inibiram o crescimento de Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus.

Rana et al. (2008) testaram a atividade antibacteriana de Agaricus bisporus e
Agaricus bitorquis contra Bacillus subtilis. Os resultados demonstraram que Agaricus
bitorquis inibiu o crescimento Bacillus subtilis.

Karaman et al. (2009) testaram a atividade de extratos de Meripilus giganteus,
Laetiporus sulphureus, Coriolus versicolor, Flammulina velutipes, Ganoderma lucidum,
Ganoderma applanatum, Pleurotus ostreatus, Piptoporus betulinus, Panus tigrinus e
Fistulina hepatica contra Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus sp.,
Rhodococcus equi, Listeria ivanovii, Shigella flexneri, Enterobacter sp., Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Salmonella enteritidis e Sarcina lutea. Os resultados demonstraram que
Piptoporus betulinus, Coriolus versicolor e Ganoderma lucidum apresentaram atividade
contra todas as bactérias Gram-positivas e algumas bactérias Gram-negativas.

Kalyoncu et al. (2010) investigaram a atividade antimicrobiana de extratos
etanolicos obtidos de Armillaria mellea, Meripilus giganteus, Morchella costata,
Morchella elata, Morchella esculenta var. vulgaris, Morchella hortenis, Morchella
rotunda, Paxillus involutus, Pleurotus eryngii e Pleurotus ostreatus contra Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis,
Echerichia coli, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium, Sarcina Ilutea e
Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos demonstraram que Pleurotus ostreatus e
Meripilus giganteus demonstraram maior atividade contra as bactérias testadas.

Bala et al. (2011, 2012) testaram a atividade antimicrobiana de Fomitopsis
lilacinogilva contra Bacillus cereus, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O potencial
antibacteriano foi evidenciado pelos resultados positivos obtidos.

Al-Fatimi et al. (2012) investigaram a atividade antimicrobiana de extratos
obtidos com solventes diclometano e metanol e extratos aquosos de Agaricus cf.
bernardii, Agrocybe pediades, Chlorophyllum molybdites, Coriolopsis polyzona,
Ganoderma xylonoides, Pycnoporus sanguineus, Trametes lactinea e Trametes cingulata
contra trés bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,

Micrococcus flavus) e duas bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas



17

aeruginosa). Os resultados indicaram que 0s extratos apresentaram atividade contra uma
ou mais das bactérias testadas.

Hwang et al. (2013) avaliaram duas novas cumarinas extraidas de Fomitopsis
officinalis quanto ao potencial antibacteriano. As cumarinas testadas apresentaram
resultados positivos contra Mycobacterium tuberculosis.

Karaman et al. (2014) testaram o potencial bioativo de Meripilus giganteus,
Agrocybe aegerita e Fomes fomentarius. Fomes fomentarius apresentou o melhor resultado
para atividade antibacteriana.

No Brasil, Smania et al. (1998) testaram extratos de Pycnoporus sanguineus
contra Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli,
Klebisiella penemoniae, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Salmonella typhimurium e Staphylococcus
aureus. Os autores isolaram cinabarina, que apresentou atividade inibitdria contra Bacillus
cereus e Lactobacillus plantarum.

Ishikawa et al. (2001) testaram 35 isolados de Lentinus edodes contra Bacillus
cereus. Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis. Lentinus
edodes inibiu o crescimento de todas as linhagens testadas.

Wisbeck et al. (2002) testaram isolados de diferentes linhagens de Pleurotus
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis. Verificaram efeitos
variados dos isolados de Pleurotus em relacdo aos isolados bacterianos; uma espécie de

Pleurotus (sem registro) inibiu em 100% o crescimento bacteriano.
Rosa et al. (2003) isolaram 103 espécimes representando 84 espécies e

avaliaram a atividade antibacteriana contra microrganismos patogénicos e ndo patogénicos.
Dos 103 isolados testados, Irpex lacteus foi o que apresentou melhor atividade contra
Bacilus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus.
Agaricus bisporus inibiu o crescimento de duas bactérias Gram-positivas: Lactobacillus
lactis e Bacillus subtilis, enquanto que Agaricus bitorquis inibiu apenas o crescimento de
Bacillus subtilis.

De Carvalho et al. (2007) testaram a atividade antibacteriana de Lentinus
boryana e Lentinus edodes contra Bacillus. cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimurium, todas de

importancia clinica. Os resultados obtidos demonstraram que as duas espécies de Lentinus
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apresentaram atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, e
apenas Leninus edodes apresentou inibiu o crescimento de Streptococcus mutans.

Smania et al. (2007) testaram o acido australico isolado de Ganoderma australe,
0 qual apresentou atividade antibacteriana contra Bacillus cereus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Vanderlinde & Onofre (2010) avaliaram dois extratos obtidos de Pycnoporus
sanguineus testados contra as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados indicam que
Pycnoporus sanguineus inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa. Pycnoporus sanguineus apresentou maior

inibicdo contra o crescimento de Staphylococcus aureus.

Casaril et al. (2011) testaram a atividade antibacteriana de Lentinus edodes
contra Bacillus subtilis e Escherichia coli. Lentinus edodes inibiu o crescimento de ambas
as bactérias.

Os trabalhos realizados no Brasil testaram Agaricomycetes coletados em MG,
PR, SC e SP, sendo importante incrementar o conhecimento sobre as propriedades

bioativas por meio de material coletado no Nordeste do Brasil.

3. MATERIAL E METODO

3.1 Fungos utilizados

Para este, foram utilizadas 32 culturas de Agaricomycetes coletados no Nordeste
de Pernambuco e depositadas na Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco.
Uma cultura (Coriolopsis caperata) sera ainda depositada, totalizando 33 culturas. Dessas,
23 puderam ser reativadas e foram utilizadas para obtencdo de extratos (Tab. 1).
Posteriormente foram acrescentados 11 extratos de basidiomas frescos também
provenientes de coletas no Nordeste (Tab. 2).

Foram realizados repiques das culturas reativadas da Micoteca URM. Todos 0s
repiques foram realizados em placas de Petri contendo, 10 mL de meio Agar-Saboraud
cada uma (10g/L de Peptona, 40g/L de glicose, 15g/L de Agar) e 10 mL de meio extrato de
malte (MEA, 15g/L de extrato de Malte, 15g/L de Agar), respectivamente. O pH do meio
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variou entre 6,5 e 7. Apo6s a inoculacdo, as placas foram incubadas a 25 °C por
aproximadamente 14 a 30 dias de acordo com a espécie. Todo o procedimento foi

realizado em triplicata.

Tabela 1. Resultado do levantamento de culturas depositadas na Micoteca URM.

Espécie Ano de | Estado | Substrato | URM Situacéo
deposito

Antrodiella hydrophila (Berk. & M.A. 2013 PB Madeira 6977 Reativada

Curtis) Ryvarden

C. floccosa (Jungh.) Ryvarden 2013 PB Madeira 6976 Reativada

Clavulinopsis flavella (Berk. & M.A. 2013 PE Madeira 6972 Reativada

Curtis) Corner

Coriolopsis caperata (Berk.) Murrill PB Madeira A ser Reativada

depositada

Fomitopsis cupreorosea (Berk.) J. 2012 PE Madeira 6830 Reativada

Carranza & Gilb.

Ganoderma multiplicatum (Mont.) Pat. | 2013 PB Madeira 6975 Reativada

Ganoderma parvulum Murril 1988 PE Madeira 2948 Reativada

Grammothele lineata Berk. & M.A. 2012 PE Madeira 6827 Reativada

Curt.

Polyporus adustus Willd. Fr. 1996 MA Solo 2147 Nao reativada

P. berkeleyi Fr. 1964 PE Solo 1969 Reativada

P. flabeliforme (Berk. & Br.) Sacc 1998 PE Néo 4067 Nao reativada
registrado

P. flabeliforme (Berk. & Br.) Sacc. 1996 PE Cocos 3643 N&o reativada
nucifera

P. gilvus (Fr.) M.A. Souza 1980 PE Madeira 2559 N&o reativada

P. gilvus (Fr.) M.A. Souza 1981 PE Madeira 2697 Reativada

P. ostreatoroseus Singer 1998 PE Madeira 4073 N&o reativada

P. ostreatoroseus Singer 1998 PE Madeira 4070 Reativada

P. ostreatus roseus Singer 1996 PE Madeira 3642 N&o reativada

P. rimosus (Berk.) Pilat 1980 PE Madeira 2565 Reativada

P. zonatus Fr. 1972 PE Né&o 2355 Reativada
registrado

Phellinus gilvus (Fr.) M.A. Souza 1980 PE Madeira 2560 N&o reativada

Pleurotus atrocaeruleus Fr. 1958 BA Né&o 363 Reativada
registrado

R. microporus (Sw.) Overeem 2013 PE Madeira 6978 Reativada

Rigidoporus lineatus (Pers.) Ryvarden 1990 PE Parafina 3230 N&o reativada

Rigidoporus lineatus (Pers.) Ryvarden | 2012 PE Madeira 6828 Reativada

Rigidoporus surinamensis (Mir) Murr 1960 PE Madeira 2562 N&o reativada

Rigidoporus surinamensis (Mir) Murr. 1960 PE Madeira 2564 Reativada

S. cf. duriusculum (Berk. & Broome) 2013 PB Madeira 6931 Reativada

Donk

Scytinostroma duriusculum (Berk. & 2013 PB Madeira 6974 Reativada

Broome) Donk

Stereopsis hiscens (Berk. & Ravenel) 2013 PE Madeira 6970 Reativada

D.A. Reid

Stereopsis hiscens (Berk. & Ravenel) 2013 PE Madeira 6971 Reativada

D.A. Reid

Stereum ostrea (Blume & Nees) Fr. 2013 PB Madeira 6973 Reativada

Trechispora brinkmanii (Bres) Roger & | 1961 PE Abies 1714 N&o reativada

Jackson lasiocarpa
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Tabela 2. Basidiomas frescos coletados em PE

Basidiomas frescos de Agaricomycetes Estado | Substrato | N° de coleta
Amauroderma sp. PE Madeira RS 11
Cymatoderma caperatum (Berk. & Mont.) D.A. Reid PE Madeira 795
Datronia caperata (Berk.) Ryvarden PE Madeira RF 10
Earliella scabrosa (Pers.) Gilb. & Ryvarden PE Madeira RF 12
Echinochaete brachypora (Mont.) Ryvarden PE Madeira RS 2
Ganoderma sp. PE Madeira RF 23
Gloeophillum striatum PE Madeira
Microporellus obovatus (Jungh.) Ryvarden PE Madeira RF 41
Polyporus leprieurii Mont. PE Madeira
Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill PE Madeira VAL 3
Stereum ostrea PE Madeira

3.2. Microrganismos bacterianos

Foram utilizadas 11 linhagens de Staphylococcus aureus (ATCC 01, UFPEDA
707, UFPEDA 677*, UFPEDA 676*, UFPEDA 691*, UFPEDA 726, UFPEDA 728%*,
UFPEDA 729*, UFPEDA 730*, UFPEDA 731, UFPEDA 733%), das quais sete (*)
resistentes a oxacilina (ORSA). As linhagens estdo depositadas na Colecdo de Culturas do

Departamento de Antibidtico da Universidade Federal de Pernambuco.

3.3 Ensaios de atividade antimicrobiana — Agaricomycetes em cultura

A fim de verificar a atividade antimicrobiana dos espécimes fungicos em cultura
(Tab. 1), uma selecdo prévia dos isolados foi realizada pelo método de bloco de gelose
(Ichikawa et al. 1971). Foi realizado repique dos isolados em meio sélido extrato de malte
(20g de extrato de malte, 20g de glicose, 1g de peptona e 20g de agar) e incubados a 25 °C
de 15 a 30 dias. Apds o desenvolvimento do micélio, blocos de gelose medindo de 6 a 8
mm de diametro foram transferidos para placas de Petri contendo 10 mL de meio Muller
Hinton, previamente semeadas com suspensdes microbianas correspondentes a turvagéo de
0,5 na escala de Mac Farland (1,5 x 108 UFC/mL) (CLSI, 2003) e incubadas a 37 °C por
18 h. Transcorrido o periodo de incubacédo, foi observada a presenca ou auséncia de halo
de inibicdo medidos em milimetros, a fim de constatar a possivel atividade biolégica dos

fungos.
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3.4 Obtencao de extratos — Agaricomycetes em cultura

Cinco blocos de gelose dos isolados foram transferidos para frascos de Erlenmeyer
contendo 100 mL de caldo extrato de malte (20g de extrato de malte, 20g de glicose e 1g
de peptona) que permaneceram incubados a 25 °C de 15 a 30 dias ou até o
desenvolvimento micelial. Transcorridos o periodo de desenvolvimento micelial, a
biomassa foi separada do liquido metabdlico pelo processo de filtracdo. O liquido foi
transferido para frasco de Erlenmeyer (500 mL) no qual foram adicionados 50 mL de
solvente acetato de etila (3x). Os frascos foram mantidos sob agitagdo por 15 minutos.
Transcorrido o tempo, o liquido foi transferido para funil de separagdo e permaneceu em
repouso até a total separacdo das fases organica (principio ativo + solvente) e aquosa
(liquida sem principio ativo). Foram realizadas trés extracfes sucessivas com acetato de
etila. O solvente foi evaporado em evaporador rotativo a 45 °C a 50 rpm. O produto
resultante da evaporacao foi diluido em 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e estocado a 4
°C.

3.5 Obtencao de extratos — basidioma de Agaricomycetes

Os extratos foram obtidos por particdo com etanol, metanol e acetato de etila dos
onze basidiomas (tratados assepticamente), os espécimes foram triturados e transferidos
para frascos de Erlenmeyer (capacidade 500 mL) contendo 100 mL de cada solvente por
um periodo de 24horas. Depois desse periodo, a parte liquida foi separada do basidioma
por filtracdo e o solvente evaporado em rota-evaporador a 45° C e 50 rpm. Os residuos
foram solubilizados em 10 mL de dimetilsulfoxide (DMSO).

Tabela 3. Basidiomas utilizados. Peso seco do basidioma e peso seco dos extratos obtidos

Basidiomas utilizados Peso seco em Extrato em mg
gramas
Acetato Metanol Etanol

Amauroderma sp. 2,48 8,6 48,2 32,0
Cymatoderma caperatum 4,46 16,2 6,8 29,4
Datronia caperata 2,17 25,0 36,9 3,7
Earliella scabrosa 4,32 11,5 33,1 7,1
Echinochaete brachispora 1,23 29,4 67,0 10,0
Ganoderma sp. 8,36 15,8 13,0 9,7
Gloeophyllum striatum 1,30 14,7 17,5 -
Microporellus obovatus 1,85 21,0 70,0 8,2
Polyporus leprieurii 0,72 4,6 15,0 8,0
Pycnoporus sanguineus 0,91 2,1 2,5 19
Stereum ostrea 1,67 12,0 13,9 9,4

(-) Nao determinado
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3.6 Concentra¢do Minima Inibitoria (CMI)

A determinagdo da concentracdo minima inibitéria foi realizada de acordo com as
orientag0es contidas no protocolo CLSI (2003) com algumas modificagbes. Os testes
foram realizados em micro placas de 96 pocos de fundo chato contendo 100 pL caldo
Mueller Hinton (MH). Foi adicionada a cada poc¢o uma aliquota de 100 pL do extrato bruto
fangico, onde foram realizadas diluicBes sucessivas do po¢o mais concentrado para o
menos concentrado. Sendo que, no penultimo poco, foi descartado 100 pL apds a ultima
diluicdo. Em todos os pocos foi acrescida 10pl de uma suspensédo bacteriana preparada em
agua destilada esterilizada, e padronizada na turbidez equivalente a 0,5 da escala de Mac
Farland. O altimo poco da placa foi utilizado como controle positivo para o crescimento
bacteriano. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 18 horas. Através de
analise qualitativa, a leitura da CIM foi realizada através da visualizacdo da turvacdo da
placa, a qual indicava a presenca ou auséncia do crescimento bacteriano. Os extratos
também foram avaliados num ensaio de microdiluicdo usando 20 pL de solucdo aquosa
(0,01%) de corante revelador rezarsurina, em que foi observada a coloracdo azul (auséncia)
ou vermelha (presenca) de crescimento bacteriano. A CMI foi considerada a menor
concentracdo dos extratos onde ndo ocorreu o crescimento bacteriano. Os testes foram
realizados em triplicata para cada extrato. Como controle negativo foi utilizado solvente e
como controle positivo a suspensdo bacteriana em caldo MH.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade antibacteriana dos extratos

Das 32 culturas encontradas na Micoteca URM, 10 ndo puderam ser reativadas.
Desse modo, 34 materiais foram testados (22 culturas, uma a ser depositada e 11 extratos
de basidiomas frescos), dos quais 15 apresentaram atividade antibacteriana (44%). As
especies que apresentaram melhor resultados foram aquelas depositadas na Micoteca URM
provenientes de coletas recentes.

Fomitopsis cupreorosea (URM 6830) na concentragdo de 0,65 pg/mL, Ganoderma
multiplicatum (URM 6975) com 3,10 pg/mL, Ganoderma sp (basidioma) com 2,54
pg/mL, Rigidoporus lineatus (URM 6828) com 1,47 pug/mL, R. microporus (URM 6878)
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com 1,02 pg/mL, Stereum ostrea (basidioma) com 0,18 pug/mL e S. ostrea (URM 6973)
com 0,24 pg/mL inibiram todas as 11 linhagens de Staphylococcus aureus (Tabela 5),
confirmando a producéo de substancias bioativas no micélio e no basidioma.

Phellinus rimosus (URM 2565) apresentou fraca atividade (58,3 pg/mL) contra S.
aureus, assim como os extratos de basidiomas frescos de Cymatoderma caperatum (40.5
pg/mL), Datronia caperata (62.5 pg/mL), Earliela scabrosa (28.8 ug/mL) e Echinochaete
brachyspora (73.5 pg/mL) também apresentaram fraca atividade contra S. aureus (Tabela
5).

Tabela 4. Resultados da atividade antibacteriana dos extratos fangicos (didmetro da zona de inibi¢do) frente a
Staphylococcus aureus

Halo de inibi¢do (mm)

Espécies UFPEDA ATCC Resistente a ORSA
testadas 707 726 731 ATCC01 676 728 729 730 733 677 691
Fomitopsis
23,9 23,7 237 22,9 20,3 20,6 20,15 20,4 20,7 202 20,4
cupreorosea
Ganoderma
o 244 23,7 241 24,6 215 21,7 18,7 189 2211 218 22,3
multiplicatum

G. parvulum 19,0 19,7 20,1 NH NH NH 16,1 16,3 NH NH 17,5
Grammothele
lineata 226 170 221 22,4 189 183 182 180 181 179 185

Phellinus NH NH NH NH NH NH NH 9,2 NH NH NH
rimosus

Rigidoporus 22,7 225 22,2 22,2 21,0 222 216 181 184 18,1 18,2
lineatus

. 23,2 234 234 23,3 224 183 226 229 185 18,2 18,2
R. microporus

NH: ndo apresentou halo de inibi¢do; fraca (+) até 10 mm; moderada (++) até 16 mm; forte (+++) até 25 mm

Representantes de F. cupreorosea ndo haviam sido testados quanto a atividade
antibidtica. Entretanto, Popova et al. (2009) testaram F. rosea contra E. coli e S. aureus.
Fomitopsis rosea apresentou atividade antibidtica contra S. aureus. Liu et al. (2010)
isolaram duas novas substancias, um triterpenoide lanostane e um esteroide ergostane de F.
pinicola. As substancias foram testadas contra B. cereus, sendo o resultado positivo.
Resultados positivos também foram obtidos por Bala et al. (2011, 2012) ao testarem a
atividade antibacteriana de F. lilacinogilva contra B. cereus, E. coli e S. aureus.
Compostos etanolicos extraidos de F. officinalis exibiram bioatividade contra

Mycobacterium tuberculosis (Hwang et al. 2013).
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Espécies do género Ganoderma sdo amplamente estudadas quanto ao seu potencial
antibacteriano. Entretanto, ndo ha relatos sobre G. multiplicatum e G. parvulum. No Brasil,
Smania et al. (2007) testaram a atividade antibacteriana de G. australe contra B. cereus, E.
coli, P. aeruginosa e S. aureus, com resultados positivos. O valore de CMI observados
para G. australe frente a S. aureus (Smania et al 2007) for de 1 mg/mL, enquanto 0s
valores da CMI observados no presente trabalho foram menores para G. multiplicatum
(0,0031 mg/mL), G. parvulum (0,003 mg/mL) e Ganoderma sp. (0,002 mg/mL).

Em outras partes do mundo, Keypour (2008) observou valores de CMI de 8 mg/mL
de G. lucidum contra S. aureus. Quereshi et al. (2010) desenvolveram estudo sobre a
capacidade de G. lucidum em inibir crescimento em E. coli, S. aureus, Klebsiella
pneumoniae, B. subtilis, Salmonella typhi e P. aeruginosa. O melhor resultado observado
foi contra K. pneumoniae, enquanto o resultado da CMI de G. lucidum frente a S. aureus
foi de 0,4 mg/mL. Shah et al. (2014), em extensa andlise fitoquimica de G. lucidum,
demonstraram que G. lucidum inibiu o crescimento de S. aureus metil-resistente (=
MRSA).

Tabela 5. Atividade antibacteriana de extratos de Agaricomycetes em acetato de etila (ug/mL).

Linhagens de Staphylococcus aureus

Espécies - " * * * * « ATC
Testadas  676% 707 726 728% 729% 730 731 733* 677 691* ‘..
Cymatoderma ) ) 40,5 } ) 3 40,5 - - - -
caperatum

Datronia ) 3 62,5 . . - 62,5 - - - -
caperata

Earliella ) ) 288 B . . 28 8 - - - -
scabrosa

Echinochaete ) 147.0 . . - 73,5 - - - -
brachypora -

Fomitopsis 1038 065 065 1038 1038 1038 065 1038 1038 10,38 0,65
cupreorosea

Ganoderma 4548 310 310 310 1238 1238 310 310 310 310 310
multiplicatum

G. parvulum - 3,19 3,19 - 25,48 25,48 3,19 - - 25,48 -
Ganodermasp. 20,34 254 254 20,34 2034 2034 254 8138 10,17 5,09 254
Grammothele

lineata 1059 0,66 1059 10,59 1059 1059 0,66 10,59 10,59 1059 0,66
Microporellus
obovatus
Phellinus
rimosus
ﬁ:\%ft‘l’goms 294 147 147 294 294 588 147 588 588 58 147
R. microporus 204 102 1,02 407 204 204 102 407 407 4,07 1,02
Stereumostrea 7,69 384 024 769 769 769 024 769 769 769 024
Stereum ostrea 11,75 2,93 0,18 2350 2350 2350 0,18 2350 2350 2350 0,18

- - 2625 - - - - - - - -

- - - - . 5835 - - - - -

* Resistente a oxacilina
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N&o ha relatos sobre atividade antibittica de G. lineata e outras espécies do género,
apenas sobre seu potencial enzimatico lignocelulolitico (Saparrat et al. 2008).

Tambeém ndo hé relatos sobre o potencial antibiotico de espécies de Rigidoporus,
apenas sobre producdo de enzimas envolvidas em decomposic¢do da madeira (Sridhar et al.
2013, Madushani et al. 2014).

Espécies do género Stereum vém sendo estudadas, pois apresentam capacidade em
produzir substancias de interesse farmacologico (Opatz et al. 2008), além de exibirem
potencial antibacteriano. Nair & Anchel (1975) realizaram testes com a frustulosina, um
composto ativo isolado de S. frustulosum, que apresentou atividade contra S. aureus,
Bacillus mycoides e B. subtilis. Suay et al. (2000) testaram a atividade antimicrobiana de S.
hirsutum e S. insignitum. Stereum hirsutum apresentou atividade contra S. aureus,
enquanto S. insignitum inibiu B. subtilis. Cateni et al. (2007) isolaram um composto
bioativo de S. hirsutum, o qual apresentou atividade contra M. tuberculosi. Ma et al. (2014)
isolaram dois novos benzoatos e trés novos sesquiterpenos de S. hirsutum, os quais
inibiram o crescimento de S. aureus. Espécies do género também sdo estudadas quanto ao
potencial enzimético lignocelulolitico (Jeya et al. 2012). No entanto, até agora nenhum
trabalho que evidencie o potencial antibacteriano de S. ostrea foi realizado.

Espécies do género Pleurotus tém sido estudadas quanto as propriedades
nutricionais, bem como quanto as propriedades antibacterianas (Gogavekar et al. 2014,
Silva & Jorge 2011). De acordo com revisdo de Dai et al (2010), o género Phellinus é
amplamente estudado. No entanto, s&o poucos os relatos sobre as propriedades medicinais
de P. rimosus (Ajith & Janardhanan 2002, Tao et al 2005, Ying et al 1987). Pycnoporus
sanguineus é relatadas na literatura pelo potencial enzimatico, como também pela
capacidade em inibir crescimento bacteriano (Smania et al 1995, 1998). Entretanto, as
linhagens das espécies ou de espécies desses géneros usadas no presente estudo nao
apresentaram atividade inibit6ria contra nenhuma das linhagens bacterianas testadas.
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5. CONCLUSAO

A partir do estudo de 34 materiais contra 11 linhagens de S. aureus, conclui-se que:

Aproximadamente metade dos Agaricomycetes testados e coletados no Nordeste do
Brasil apresentam propriedades antibacterianas;

2. Os Agaricomycetes recentemente coletados e isolados apresentam melhores

resultados e, desse modo, maior potencial farmacolégico.
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