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RESUMO

A busca por novos agentes antimicrobianos ¢ muito importante, uma vez que as bactérias
possuem um alto potencial de recombinagdo genética, levando a um aumento de cepas
resistentes aos farmacos antimicrobianos ja existentes. Nesse contexto, os cogumelos
podem ser uma alternativa, uma vez que extratos e constituintes quimicos destes
apresentam atividade frente a diversos isolados patogénicos e utilizados na medicina
popular. Dentre as espécies de maior interesse estdo o Agaricus blazei (cogumelo do sol),
Agaricus bisporus (champignon de Paris) e Lentinus edodes (shitake). O Helicobacter
pylori é responsdvel por doengas gastrointestinais de extrema importancia para a saude
publica, como ulceras, gastrites até tumores malignos. O tratamento mais utilizado nos
controles deste micro-organismo nao € eficaz. Os cogumelos aparecem como alternativa
para novas pesquisas neste ramo podendo vir a ser utilizados no desenvolvimento de novo
fitoterapico ou mesmo como adjuvante deste tratamento. Existem diversos métodos para
determinar a atividade antimicrobiana, entre eles a microdiluicao. Esta técnica vem sendo
muito utilizada principalmente devido a sua sensibilidade e pequena quantidade de
reagentes e amostras, o que possibilita um maior nimero de réplicas, aumentando a
confiabilidade dos resultados. Em continuidade ao estudo do nosso grupo de pesquisa
este trabalho objetiva determinar o potencial anti-H. pylori de espécies de cogumelos
comestiveis instigados pela possibilidade de encontrar uma alternativa para o tratamento
desse micro-organismos dada a importancia do mesmo na saude publica. A atividade
antibacteriana dos diferentes extratos de Lentinus edodes, Agaricus bisporus, obtidos por
infusdo, ultrassom e maceragdo e de extratos purificados de Agaricus blazei e da
substancia isolada B-glucana foi determinada pela técnica de microdiluigdo a fim de obter
a concentracdo inibitoria minima (CIM) frente as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Helicobacter pylori. Os resultados obtidos mostraram a
potencialidade da extragcdo realizada através do ultrasssom, uma vez que foram
observados padrdes inibitdrios superiores quando comparados aos extratos de infusao e
macera¢ao. Quando avaliados com a resazurina nenhum dos extratos apresentou atividade
bacteriostatica ou bactericida. J& os dados obtidos pelos graficos de inibicao de
crescimento, mostraram que todos os extratos possuem uma moderada atividade frente
ao S. aureus, com inibicdes superiores a 50%, sendo a maior delas apresentada pela [3-
glucana com valores de inibigdo chegando a 80%. Nenhum dos extratos apresentou
significativa inibigdo frente a E. coli e ao H. pylori. Considerando os resultados obtidos
neste estudo, notou-se uma possivel seletividade de agdo contra as bactérias Gram
positivas, uma vez que apresentaram uma atividade moderada contra as cepas de S. aureus
e nenhuma atividade frente a E. coli e H. pylori.

Palavras-chave:  Helicobacter pylori, cogumelos, atividade antimicrobiana,
microdilui¢do, Lentinus edodes, Agaricus blazei, Agaricus bisporus.
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1. INTRODUCAO

Desde o inicio da civilizagdo humana, os produtos naturais com propriedades
terapéuticas sdo vistos como importante fonte de substincias ativas. Por um longo
periodo, o homem utilizou minerais, produtos vegetais e animais visando a melhoria nas
condi¢des de sua alimentagdo e na cura de suas enfermidades (ARAUJO et al., 2011;
ARAUIJO et al.,, 2012). Dessa forma, o homem aprofundou seus conhecimentos nessa
area, na qual esta a utilizagdo de produtos naturais como substancias com atividade
antimicrobiana.

Apesar da grande variedade de substancias com atividade antibacteriana, a
resisténcia das bactérias aos antibioticos de primeira escolha vem crescendo rapidamente.
Além disso, a associacdo entre micro-organismos multirresistentes e o crescente niimero
de infec¢des hospitalares agravam ainda mais o problema e incentivam a busca urgente
por novas fontes antimicrobianas (COWAN, 1999; CRAGG e NEWMAN, 2013).

Isolados de Candida ssp., Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Escherichia
coli, entre outros, estdo cada vez mais resistentes a multiplas drogas, o que estimula o
estudo de substancias com novos mecanismos de acao (ROSA et al., 2003; BONIFACIO
et al., 2014).

Nesse contexto, os cogumelos podem ser uma alternativa, uma vez que autores
apontam que extratos e constituintes quimicos destes apresentam atividade frente a
diversos isolados patogénicos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis. (HEARST et al., 2009; LARGETEAU et al., 2011; ALVES et al., 2012; LIU et
al, 2015).

Os cogumelos vém sendo utilizados ndo s6 como medicamentos desde o principio
das civilizagdes, mas também como fonte de alimento (RAI et al., 2005). O cultivo de

cogumelos ¢ muito tradicional nos paises do oeste da Asia, especialmente na China,
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iniciando-se em 600 a.C., onde eruditos com base em seus conhecimentos puderam

classificar diversas espécies, relatando suas propriedades terapéuticas. Entretanto, o uso
medicinal dos cogumelos ainda merece ser avaliado, podendo aumentar o nimero de
drogas capazes de combater micro-organismos multirresistentes (AIDA et al., 2009;
LARGETEAU etal., 2011; LIU et al, 2015). Visto a variedade de componentes quimicos
presente nos cogumelos eles podem ser considerados uma fonte promissora de
substancias com potencial para novos produtos farmacéuticos. Muitas substancias
farmacéuticas unicas e com alto potencial terapéutico ja foram extraidas de cogumelos e
sao utilizadas na medicina (RAl et al., 2005; LARGETEAU et al., 2011; LIU et al, 2015).

O Agaricus blazei Murrill ¢ um exemplo disso e atualmente ¢ um dos cogumelos
mais estudados. No Brasil ¢ conhecido como cogumelo do sol, no Japdo como
himematsutake e nos Estados Unidos Royal Sun Agaricus. Descoberto no Brasil em 1960
na cidade de Piedade - SP pelo Sr. Furumoto, o Agaricus blazei ¢ fonte de véarios
compostos ja caracterizados com interesse medicinal (LARGETEAU at al., 2011;
ALVES et al.,, 2012; VAL et al., 2015).

Em destaque estdo os polissacarideos, como as -glucanas, que sdo responsaveis
pela atividade antitumoral do 4. blazei (ANGELI et al., 2009). Atividade mutagénica
também foi comprovada em chas preparados com mistura de linhagens do 4. blazei, sendo
o 4cido linoléico caracterizado como a principal substancia com atividade mutagénica em
Salmonella tiphimurium (DELMANTO et al., 2001; MENOLI et al., 2001).

Osaki et al. (1994) isolaram o acido octadecadienolico (4cido linoléico) de
extratos cloroférmios e metandlicos de 4. blazei, substancia que apresentou atividade
contra Salmonella typhimurium.

O ergosterol, um purificado da fracdo lipidica do cogumelo, ¢ um esterol com

caracteristica semelhante ao colesterol e apresenta atividade antitumoral e inibi¢do direta
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da angiogénese. Estudo de Takaku et al. (2001), demonstrou que o esterol interfere na

estabilidade das paredes das membranas dos vasos que alimentam o tumor.

O Agaricus blazei ¢ o cogumelo mais estudado nos dias de hoje, entretanto, outras
espécies podem ser exploradas. Uma grande quantidade de cogumelos ¢ utilizada
diariamente na dieta do ser humano e é possivel que estes cogumelos possuam substancias
bioativas que possam auxiliar no combate aos micro-organismos, o que faz com que o
estudo de espécies de cogumelos consumidas pelo homem seja mais interessante (OHNO
et al., 2001; ZHU et al., 2015).

A espécie Agaricus bisporus, conhecida no Brasil por champignon, ¢
frequentemente utilizada na dieta dos brasileiros. O cultivo desse cogumelo teve inicio
no século XVII na Europa, sendo considerado o fungo de maior importancia entre os
cogumelos comestiveis do mundo todo (DIAS et al., 2004; SANCHEZ et al., 2008).

Essa espécie de cogumelo pode ser consumida na forma in natura ou em conserva.
Comumente utilizado no preparo do estrogonofe, o A. bisporus in natura ¢ também
utilizado no preparo de saladas e de diversos molhos e massas (NEGRI, 2012). Além de
ser considerado muito saboroso, o cogumelo da espécie 4. bisporus apresenta alto valor
nutritivo, pois possui alto teor de proteinas e fibras alimentares, além de possuir baixo
teor de lipideos (FURLANI e GODOY, 2007).

Outra espécie de cogumelo muito consumida por todos os povos do mundo ¢ o
Lentinus edodes, conhecido no Japdo e no Brasil como shiitake. Este cogumelo ¢ o
segundo mais produzido e consumido no mundo, sé precedido pelo A. bisporus, devido
ao seu sabor peculiar e alto valor nutritivo (SOUZA-PACOLLA et al., 2003; AIDA et al.,
2009).

O shiitake contém alto teor de minerais, vitaminas, proteinas, carboidratos e
substancias como fibras e ergosterol (AIDA et al., 2009). Além do seu poder nutritivo,

ele também possui substancias bioativas com agao terapéutica tais como a lentinana, que
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apresenta atividade antitumoral; a eritadenina, que diminui o colesterol sanguineo ¢ a

lectina que tem agdo imunomodulatéria e antiproliferativa contra células tumorais
(WANG et al., 2003). Muitos estudos apontam atividade antifingica e antibacteriana
relacionada ao Lentinus edodes em que ¢ comprovada a agdo antibacteriana contra Gram
positivas e Gram negativas (AIDA et al., 2009; ALVES et al.; 2012 ¢ SHANG, 2013).
Hatvani (2001) sugere que a atividade antibacteriana do cogumelo se deva a substancia
lentionina.

A atividade do extrato etanolico de L. edodes anti-S. aureus, E. coli e B. subitilis
foi determinada em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, mostrando uma CIM =
15,6 pg/mL e CIM = 3,9 ng/mL frente E. coli e S. aureus, respectivamente (NEGRI,
2012). Outros autores, como Simas et al. (2004), apontam que extratos obtidos através de
fontes naturais apresentam atividade superior ao de substancias isoladas, que ¢ uma
vantagem, uma vez que esses cogumelos sao consumidos in natura.

O Helicobacter pylori ¢ uma bactéria espiralada, Gram-negativa e flagelada,
responsavel por doengas gastrointestinais de extrema importancia para a satde publica,
como ulceras, gastrites até tumores malignos. Hoje em dia o nimero de pessoas que
sofrem com doengas relacionadas ao H. pylori ¢ muito grande, portanto a erradicacao
dessa bactéria seria o melhor plano de acao (WU et al., 2012). Esta bactéria ¢ um dos
micro-organismos infecciosos mais comuns do mundo (cerca de 50% da populacdo
mundial), atingindo principalmente os paises em desenvolvimento (HOJSAK et al.,
2012).

O maior desafio em relagdo ao H. pylori é o seu tratamento, pois para seu controle
¢ necessaria a terapia triplice, composta pelo omeprazol, amoxicilina e claritomicina ou
até mesmo a quadrupla com a adi¢do do bismuto, entretanto isso ¢ muito dificil, pois a
bactéria se aloja nas regides gastrointestinais e a maioria dos antibidticos ¢ degradada

antes de atingir o local infectado. Um bom exemplo disso ¢ a claritromicina, um dos mais
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potentes antibidticos contra o H. pylori, que ¢ degradado no lumen pela agdo de acidos e

da pepsina presente no organismo humano (WU et al., 2012) Além da baixa eficiéncia
das terapias presentes nos dias de hoje, elas ainda apresentam alguns efeitos colaterais
como diarreia, nduseas e dores abominais, o que faz com que a adesdo ao tratamento seja

diminuida (FRANCESCHI et al., 2007; CINDORUK et al., 2007)

Tendo em vista o grande poder infeccioso dessa bactéria, sua alta resisténcia, além
da dificuldade de se encontrar antibidticos que sejam eficientes € a0 mesmo tempo nao
sejam degrados em nosso organismo, a busca por novas substidncias que apresentem
atividade anti-H. pylori ¢ muito importante. Os cogumelos aparecem como alternativa
para novas pesquisas neste ramo podendo vir a ser utilizados no desenvolvimento de novo

fitoterdpico ou mesmo como adjuvante do tratamento.

O conhecimento dos constituintes fitoquimicos dos cogumelos ¢ importante para
definir seu potencial biologico. Dentre as diversas etapas, a determinacdo da atividade
antimicrobiana in vitro ¢ importante na determinacao do potencial biologico de produtos
naturais. Para isso sdo utilizados diversos métodos para avaliar a Concentracao Inibitéria
Minima (CIM). Dentre eles estio os métodos de difusdo em agar, macrodilui¢ao e
microdiluicdo. O método da microdilui¢do, desenvolvido por Eloff em 1998, ¢ indicado
para a determinacdo da CIM, principalmente devido a pequena quantidade de reagentes e
amostras utilizadas, o que possibilita um maior numero de réplicas, aumentando a
confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al., 2008).

Em continuidade ao estudo de Negri (2012), nosso grupo de pesquisa se volta a
determinagdo do potencial anti-H. pylori de espécies de cogumelos comestiveis
instigados pela possibilidade de encontrar uma alternativa no tratamento desse micro-

organismo dada a importancia do mesmo para a saude publica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando o crescente uso dos cogumelos tanto para fins alimentares quanto
para fins terapéuticos e resultados promissores alcangados com o uso de alimentos e
produtos naturais, o objetivo deste trabalho ¢ determinar a atividade antibacteriana de
cogumelos das espécies Lentinus edodes, Agaricus bisporus e Agaricus blazei assim
como da substancia isolada B-glucana frente a cepas bacterianas de Staphylococcus

aureus, Escherichia coli e Helicobacter pylori.

2.2 Objetivos especificos

- Obter os extratos aquosos ¢ hidroetanolicos das espécies L. edodes e A. bisporus

por infusdo, ultrassom e maceragao.

- Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos obtidos frente as cepas de

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Helicobacter pylori.

- Comparar a atividade dos extratos levando em consideracao as trés diferentes

formas de extracao.

- Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos de 4. blazei e da -glucana, cedidos
ao nosso laboratorio, frente as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Helicobacter pylori.

- Comparar a atividade antibacteriana dos extratos e das substancias isoladas de duas

diferentes procedéncias, a marca Valemar e a marca Vitali.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cogumelos in natura

3.1.1 Obtencio e procedéncia

As diferentes espécies de cogumelos foram adquiridas de cultivos frescos,
disponiveis para a populacdo. Foram plantados e coletados no Sitio Recanto da Mata -
Sao Carlos - SP.

O extrato purificado do Agaricus blazei (6,29 g de B-glucanas; 3,43 mg de proteina
e 0,78mg de fenol) e a B-glucana purificada foram obtidos e cedidos pela Profa. Dra. Erna
Elisabeth Bach e sdo de duas procedéncias, do Rio Grande do Sul, marca Vitali e outra
de S3o Paulo, da marca Valemar. As amostras de cogumelos foram trituradas e

armazenadas no freezer a -80°C até o momento da preparagao dos extratos.

3.2 Preparo dos extratos fungicos

Foram utilizadas trés metodologias extrativas, utilizando dois solventes, a 4gua e
o etanol 70%.

Os processos de rotaevaporacao e liofilizacao foram realizados no Laboratério de
Fitoquimica do Departamento de Quimica Organica no Instituto de Quimica sob

supervisdo da Profa. Dra. Lourdes Campaner dos Santos.

3.2.1 Obtenc¢ao dos extratos

Os cogumelos foram triturados em um processador e colocados em uma placa de
Petri, adequadamente vedados e congelados a -80 °C. As Figuras 1 e 2 apresentam as

espécies L. edodes e A. bisporus in natura.
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Figura 1. Lentinus edodes in natura. Figura 2. Agaricus bisporus in natura.

Fonte: Autor Fonte: Autor

O projeto inicial propunha a obtencdo das amostras dos cogumelos solubilizados
em agua. Com a possibilidade de um decorrente erro com a opgdo de apenas um tipo de
extrato, uma vez que diferentes constituintes quimicos sdo extraidos com diferentes
solventes, optamos por dedicar um periodo maior na obtengao dos extratos dos cogumelos
adicionando ao projeto a extragdo com etanol.

Acredita-se que dessa forma aumenta-se a diversidade de constituintes quimicos
(metabolitos) extraidos dos cogumelos e consequentemente a possibilidade de extrair
componentes com atividade antibacteriana sera maior.

Foram realizados dois tipos de extracdo com 4gua, inserindo-o no contexto
alimentar e uso caseiro dos cogumelos e a extragdo com etanol.

Foram obtidos 3 extratos partindo-se da infusdo (Extrato I), ultrassom (Extrato U)
e maceragdo (Extrato M).

A Figura 3 apresenta os extratos obtidos com o L. edodes pelos 3 métodos
extrativos e com os quais foram feitos os testes de atividade antibacteriana. A Figura 4
apresenta os extratos obtidos a partir do A. bisporus. A Figura 5 apresenta o material
cedido pela Professora Dra. Erna Bach, sendo o extrato purificado do A. blazei e a
substancia isolada B-glucana, ambos de duas procedéncias, VA representando Valemar e

VI a marcar Vitali.
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Figura 3. Extratos do Lentinus edodes.

Fonte: Autor

Figura 4. Extratos do Agaricus bisporus.

Fonte: Autor

Figura 5. Extrato purificado do Agaricus blazei e isolados de -glucana

Fonte: Autor

3.2.2 Infusao

Foram pesados 100 g dos cogumelos previamente triturados e transferidos para

um béquer. Em seguida adicionou-se 1 L de agua fervente e o béquer foi coberto durante
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15 minutos. Ao final deste tempo, realizou-se uma filtracdo simples do extrato e

posteriormente foi realizada a reextracao e filtragdo dos cogumelos por mais duas vezes
com 250 mL de agua fervente. Os filtrados obtidos foram agrupados totalizando 1,5 L. O
volume foi reduzido até 500 mL em um rotaevaporador. Transferiu-se o volume para um
baldo que foi congelado e em seguida liofilizado, obtendo-se o extrato de cada um dos

cogumelos.

3.2.3 Ultrassom

Foram pesados 100 g dos cogumelos previamente triturados e transferidos para
um béquer. Em seguida adicionou-se 1 L de agua a 40°C e o béquer foi levado para o
banho de agua no ultrassom (sonicador) termostatizado (40°C) e mantido por 20 minutos.
Ao final deste tempo, realizou-se uma filtracao simples do extrato e posteriormente uma
reextracao seguida de filtragdo com 250 mL de 4gua a 40°C, por mais duas vezes. Os
filtrados foram agrupados totalizando 1,5 L. O volume foi reduzido até¢ 500 mL em um
rotaevaporador. Transferiu-se o volume para um baldo que foi congelado e em seguida

liofilizado, obtendo-se o extrato de cada um dos cogumelos.

3.2.4 Maceracao

Transferiu-se 100 g dos cogumelos para uma placa de Petri que foi congelada e
posteriormente liofilizada. A por¢ao liofilizada foi pesada, transferida para um frasco, em
seguida foi entumecida com 60 mL de etanol 70% até total absor¢do do solvente.
Posteriormente adicionou-se 150 mL de etanol. A mistura foi macerada por 24 horas,
sendo agitada vigorosamente durante um minuto por trés vezes e posteriormente filtrada.
Foram realizadas reextra¢des com 150 mL de etanol utilizando a maceragdo com intervalo
de dois dias e com trés agitacdes vigorosas de 1minuto/dia.

O volume final foi reduzido no rotaevaporador, transferido para um baldo e

seguido de liofilizagao.
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Figura 6. Fluxograma das metodologias de extragdo utilizadas.
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3.3 Preparo das amostras bacterianas

3.3.1 Amostras bacterianas

Foram utilizadas as bactérias: Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-
positiva), Escherichia coli ATCC 25922 e Helicobacter pylori ATCC 43504 (Gram-

negativa).

3.3.2 Estocagem e manutenc¢ao das cepas

As cepas de E. coli e S. aureus foram mantidas em caldo Muller-Hinton (CMH)
acrescido de 20% de glicerol e mantidas a -20 °C. Para o uso, foram repicadas em CHM,
incubando-se por 24 horas a 37 °C, as quais foram utilizadas para a padronizagdo do
inoculo.

A cepa de H. pylori foi mantida em CMH contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB) acrescido de 20% de glicerol e mantido a -20 °C. Para o uso, o H. pylori foirepicado
em Agar Muller Hinton (AMH) acrescido de 5% de sangue de carneiro e incubado a 36°C

por 72 horas em 10% de CO- e umidade.

3.3.3 Padronizacio das suspensodes microbianas

As suspensoes bacterianas de E. coli e S. aureus foram padronizadas adicionando-
se uma cultura de 24 horas em um tubo contendo CMH estéril até atingir uma turvacao
igual a suspensdo de 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10® céls/mL).
A concentragdo foi confirmada com a leitura espectrofotométrica a 620nm (0,10 a 0,15).
Para realizagdo dos ensaios de diluicdo em microplacas foi realizada uma diluigdo 1/10,

obtendo-se uma suspensdo de 1,5 x 107 céls/mL (CLSI, 2006) e (CLSI 2006a).
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Jé4 as suspensdes bacterianas de H. pylori foram padronizadas adicionando-se uma
cultura de 72 horas em um tubo contendo CMH estéril até atingir uma turvagdo igual a
escala 2 de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10® céls/mL). A concentracdo foi
confirmada com a leitura espectrofotométrica a 570nm (0,23). Para realiza¢ao dos ensaios
de diluicdo em microplacas foi realizada uma dilui¢ao 1/10, obtendo-se uma suspensao

de 1,5 x 107 céls/mL (CLSI, 2006) € (CLSI 2006a).

3.4 Preparacio das solucoes extrativas e da solucio de p-glucana

Todos os extratos e a B-glucana foram preparados na concentracao de 2000 pg/mL
em solucdo de dimetilsulféxido (DMSO) a 20%. Todos foram submetidos a banho
ultrassdnico até a solubilizagdo completa e nao excedendo o tempo de 30 minutos. Depois
de solubilizados, as solucdes foram submetidas a filtragdo por membrana (0.22 um) para
retirar quaisquer contaminantes existentes. As solugdes dos extratos foram mantidas a

temperatura de -20 °C como solugdo-estoque até o inicio dos experimentos.

3.5 Determinacio da concentracio inibitoria minima (CIM)

A concentracdo inibitdria minima foi determinada pela técnica de diluicdo em
microplacas (96 orificios) de acordo com a metodologia descrita segundo a norma M7-
A6 do CLSI (2006) para as bactérias aerobicas, e adaptada para as fastidiosas segundo o
suplemento M100-S16 (CLSI, 2006a), com modifica¢des. Os orificios das microplacas
foram preenchidos com 80 pL. de CMH para E. coli, S. aureus, e 80 pL. de CMH acrescido
de 50% de SFB para H. pylori. Em seguida foram acrescentados 100 pL das solugdes dos
extratos fungicos e realizada a dilui¢do seriada de 1000 a 7,8 pg/mL. Adicionalmente
foram distribuidos 20 pL das suspensdes dos micro-organismos em cada orificio das

microplacas com exce¢do dos orificios referente aos controles de esterilidade. Como
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controles positivos foram utilizados amoxicilina (100 pg/mL) para H. pylori e a

ampicilina (50 pg/mL) para as demais bactérias. Também foram realizados o controle do
meio de cultura, o controle de crescimento bacteriano, o controle dos extratos vegetais e
o controle negativo (solvente). A Figura 7 apresenta a disposi¢do das microplacas
utilizadas no estudo. As microplacas contendo S. aureus e E. coli foram incubados a 37°C
por 24h e as com H. pylori na mesma temperatura com 10% de CO; por 72h. Os testes

foram realizados em triplicata.

Figura 7. Representacdo esquematica da microplaca na determinacgao da atividade

antibacteriana e da CIM.
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3.6 Determinacio da concentracio bactericida minima (CBM)

Ap0s o periodo de incubacdo com auxilio de palitos de madeira estéreis, a mistura
de cada pogo da microplaca foi repicada em placa de Agar Muller Hinton (AMH)
acrescido de 5% de sangue de carneiro para o H. pylori e AMH para as demais bactérias

(Figura 8). As placas foram incubadas a 37 °C por 72 horas com 10% de CO-, para o H.



23
pylori e a 37 °C por 24h para as demais bactérias. Apds a incubacdo foram observadas a

ocorréncia ou ndo de crescimento bacteriano nas placas.

Figura 8. Representacdo esquematica do teste para determinar a CBM.
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3.7 Leitura dos resultados

3.7.1 Leitura espectrofotométrica

As microplacas foram avaliadas em espectrofotdometro a 595 nm (leitor de
microplacas) a partir dos quais foram confeccionados os graficos expressando a
porcentagem de viabilidade dos micro-organismos. A equagao abaixo mostra a formula
utilizada para o calculo das porcentagens de inibicdo de crescimento bacteriano. Abs T
representa a absorbancia do teste (pogo do teste), Abs ST a absorbancia da substancia
teste (pogo do controle de extrato) ¢ Abs Cb a absorbancia do crescimento bacteriano

(poco do controle de crescimento) (GUDINA et al., 2010).

[1—(Abs T —Abs ST)] x 100
Abs Cb

% inibicdo=
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A inibi¢do do crescimento foi evidenciada pela auséncia de crescimento em cada

poco, sendo considerada a CIM a menor concentragdo do extrato capaz de inibir o

crescimento de 90% das cepas (HORNER et al.,2008).

3.7.2 Leitura com revelador

Adicionou-se 30 pL de solucdo de resazurina preparada a 0,01% em cada orificio
das microplacas. No decorrer de até 2 horas foi observada a cor de cada pogo da
microplaca. A presencga de cor azul representa auséncia de crescimento e de cor rosa,

presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

A inibicdo do crescimento microbiano foi evidenciada pela auséncia de
crescimento no meio, sendo considerada CIM a menor concentragdo das amostras capaz
de inibir o crescimento das cepas bacterianas, evidenciado pela coloragdo dos pogos.

A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) ¢ considerada o
indicador mais utilizado em condi¢cdes de redugdo em meios de cultura (FUKUSHIMA
et al., 2003). O mecanismo baseia-se na redu¢do da resazurina (cor azul) em resarufina
(cor résea), apresentado na Figura 9. A resazurina tem uma correlagdo direta com a
quantidade/proliferagdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até

células de mamiferos.

Figura 9. Reagdo de reducdo da resazurina.
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A Figura 10 apresenta um ensaio de microdiluicdo utilizando o revelador

resazurina.

Fonte: Autor

Figura 10. Ensaio de microdiluicao revelado com resazurina
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencao dos extratos

Foram obtidos os extratos de Lentinus edodes e Agaricus bisporus pelos métodos

de infusdo, ultrassom e maceragao.

4.2 Rendimento dos extratos

As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam os rendimentos obtidos com a preparagao dos
extratos obtidos pelos métodos de infusdo, ultrassom e maceragdo, respectivamente. As
massas obtidas mostraram-se estaveis e com quantidade suficiente para realizacdo das

analises biologicas.

Tabela 1. Rendimento da extracdo dos cogumelos por infusdo.

Amostras Peso inicial Extrato Liofilizado Rendimento
L. edodes 100 g 3471 g 3.4 %
A. bisporus 100 g 4,252 g 4,3 %

Tabela 2. Rendimento da extragdo dos cogumelos por ultrassom.

Amostras Peso inicial Extrato Liofilizado Rendimento
L. edodes 100 g 3,924 g 3,9 %
A. bisporus 100 g 4392 g 4,4 %

Tabela 3. Rendimento da extracdo dos cogumelos por maceracao.
Amostras Peso inicial Extrato Liofilizado Rendimento

L. edodes 100 g 3,107 g 3,1 %
A. bisporus 100 g 4,534 ¢ 4,5 %
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Em relacdo a massa dos extratos, ndo se observou significativa diferenca no
rendimento quando as diferentes metodologias foram aplicadas, o que sugere que todos

os métodos se mostraram equivalentes quando comparados a obtencao de massa.

4.3 Determinacao da atividade antibacteriana

4.3.1 Atividade antibacteriana do Lentinus edodes

Os resultados da determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) dos
extratos do Lentinus edodes sao apresentados na Tabela 4. Em todos os experimentos os
controles positivos, do meio, do crescimento microbiano e dos solventes com e sem
inoculo apresentaram resultados adequados.

Observou-se que, para o H. pylori e E. coli, no controle do solvente nos pogos
contendo 10% de DMSO as bactérias ndo cresceram o que demonstra a atividade
inibitéria do proprio. De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que os
extratos do L. edodes nao apresentaram atividade bactericida ou bacteriostatica frente as
cepas testadas.

Tabela 4. Determinacao da CIM do L. edodes utilizando a resazurina como revelador.

Bactérias Extratos Controle Positivo Solvente
Infusdo Ultrassom Maceracio  Ampicilina Amoxicilina DMSO
E. coli 1000 1000 1000 1,56 - 10%
S. aureus >1000  >1000 > 1000 0,39 - -
H. pylori 1000 1000 1000 - 31,2 10%

*valores em pg/mL; (-) sem inibicao

Apds leitura no espectrofotdmetro foram confeccionados graficos com as
porcentagens de inibi¢do encontradas. As Figuras 11, 12 e 13 apresentam as porcentagens

de inibi¢do para E. coli, S. aureus e H. pylori respectivamente.
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Figura 11. Porcentagem de inibicdo de crescimento referente aos extratos do L. edodes
frente a E. coli.
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Os resultados apresentados pelos graficos possibilitam concluir que os extratos
obtidos através dos métodos de infusdo, ultrassom e maceracdo apresentaram curvas
muito semelhantes e com pouca inibi¢do de crescimento, inibindo aproximadamente 30%
do crescimento da E. coli na concentracdo de 500 pg/mL. Além disso, quando
comparadas com a curva do solvente (DMSO), vimos que esta inibigao pode ser atribuida
ao solvente e ndo as propriedades dos extratos, uma vez que curva do solvente mostra o
mesmo percentual de inibicdo. O DMSO, utilizado para solubilizacdo dos extratos ainda
apresentou 100% de inibi¢ao do crescimento bacteriano na concentragao de 1000 pg/mL,

o que explica o alto valor de inibigdo encontrado nos extratos nessa mesma concentragao.
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Figura 12. Porcentagem de inibicdo de crescimento referente aos extratos do L. edodes
frente a S. aureus.
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Os resultados dos graficos indicam que a maior inibi¢do do L. edodes frente ao S.
aureus ¢ encontrada com os extratos provenientes da maceragdo e ultrassom, na
concentragdo de 125 pg/mL com cerca de 40% de inibi¢do do crescimento. No caso do
S. aureus 0 DMSO ndo foi capaz de inibir 100% do crescimento na concentragdo 1000
pg/mL, inibindo apenas 70%, corroborando com os resultados apresentados na
microplaca.

Figura 13. Porcentagem de inibi¢ao de crescimento referente aos extratos do L. edodes
frente a H. pylori.
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Os graficos apresentam curvas muito semelhantes, com inibicdo de
aproximadamente 30% na concentragdo de 500 pug/mL, incluindo a curva do DMSO,

indicando uma provavel inibi¢do do solvente e ndo das substancias extraidas.

4.3.2 Atividade antibacteriana do Agaricus bisporus

Os resultados da determina¢do da concentragdo inibitéria minima (CIM) dos
extratos do Agaricus bisporus sdo apresentados na Tabela 5. Em todos os experimentos
os controles positivos, do meio, do crescimento microbiano e dos solventes com e sem
inoculo apresentaram resultados adequados.

Observou-se que, para o H. pylori e E. coli, no controle do solvente nos pogos
contendo 10% de DMSO as bactérias ndo cresceram o que demonstra a atividade
inibitéria do proprio solvente. De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que
os extratos do A. bisporus nao apresentaram atividade bactericida ou bacteriostatica frente

as cepas testadas.

Tabela 5. Determinagdo da CIM do A. bisporus utilizando a resazurina como revelador.

Bactérias Extratos Controle Positivo Solvente
Infusdo Ultrassom Maceracio  Ampicilina Amoxicilina DMSO
E. coli 1000 1000 1000 1,56 - 10%
S. aureus >1000  >1000 > 1000 0,39 - -
H. pylori 1000 1000 1000 - 31,2 10%

*valores em pg/mL; (-) sem inibi¢ao

Apds leitura no espectrofotdmetro foram confeccionados graficos com as
porcentagens de inibi¢do encontradas. As Figuras 14, 15 e 16 apresentam as porcentagens

de inibi¢do para E. coli, S. aureus e H. pylori respectivamente.
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Figura 14. Porcentagem de inibigdo de crescimento referente aos extratos do 4. bisporus
frente a E. coli.
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A andlise dos graficos possibilitou concluir que os extratos provenientes da
ultrassom e infusdo foram capazes de inibir aproximadamente 40% do crescimento a uma
concentracdo de 500 pg/mL. A curva do solvente também se mostra muito préxima a

curva dos extratos, sugerindo uma provavel atividade do solvente.

Figura 15. Porcentagem de inibicao de crescimento referente aos extratos do A. bisporus
frente a S. aureus.
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Observa-se que a maior inibicao dos extratos de 4. bisporus frente ao S. aureus

ocorre com o extrato proveniente do ultrassom, inibindo 50% do crescimento, seguido do
extrato de infusdo com 45% de inibigdo, ambos na concentragao de 250 pg/mL. Mais uma
vez o solvente ndo foi capaz de inibir 100% do crescimento do S. aureus na concentragao

de 1000 pg/mL o que estd de acordo com os resultados apresentados nas microplacas.

Figura 16. Porcentagem de inibigdo de crescimento referente aos extratos do 4. bisporus
frente ao H. pylori.
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Observa-se que a maior inibicdo do A4. bisporus frente ao H. pylori é proveniente
da extracdo com o ultrassom com aproximadamente 40% de inibi¢cdo do crescimento a
500 pg/mL, seguida pelos extratos da maceragdo e infusdo, inibindo aproximadamente
30% do crescimento também a 500 pg/mL. A atividade dos extratos a 1000 pg/mL se
mostra decorrente de uma possivel atividade do solvente que também apresenta 100% de

inibi¢dao nesta concentragao.

4.3.3 Atividade antibacteriana do Agaricus blazei

Os resultados da determina¢ao da concentragdo inibitéria minima (CIM) dos

extratos do Agaricus blazei sdo apresentados na Tabela 6. Em todos os experimentos os
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controles positivos, do meio, do crescimento microbiano e dos solventes com e sem

in6culo apresentaram resultados adequados.

Observou-se que, para o H. pylori, o controle do solvente nos pogos contendo 10%
de DMSO as bactérias nio cresceram o que demonstra a atividade inibitéria do proprio
solvente. De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que os extratos do A.

blazei ndo apresentaram atividade bactericida ou bacteriostatica frente as cepas testadas.

Tabela 6. Determinagdo da CIM do A. blazei utilizando a resazurina como revelador.

Bactérias Extratos Controle Positivo Solvente
Vitali Valemar Ampicilina Amoxicilina DMSO
E. coli >1000 > 1000 1,56 - -
S. aureus >1000 > 1000 0,39 - -
H. pylori 1000 1000 - 31,2 10%

*valores em pg/mL; (-) sem inibig@o
Ap6s leitura no espectrofotometro foram confeccionados graficos com as
porcentagens de inibicdo encontradas. As Figuras 17, 18 e 19 apresentam as porcentagens

de inibicdo para E. coli, S. aureus e H. pylori respectivamente.

Figura 17. Porcentagem de inibicao de crescimento referente aos extratos do A. blazei
frente ao E. coli.
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Pelos graficos pode-se observar curvas muito semelhantes indicando a inibigado de

aproximadamente 20% do crescimento a 500 pg/mL para as duas marcas, Vitali e
Valemar. Entretanto, a curva do DMSO também se assemelha a curva dos extratos o que

sugere a atividade do proprio solvente e ndo dos extratos.

Figura 18. Porcentagem de inibicao de crescimento referente aos extratos do A. blazei
frente ao S. aureus.
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Analisando os resultados apresentados pode-se concluir que o extrato do A. blazei
da marca Vitali apresentou a maior porcentagem de inibigdo frente ao S. aureus, com 50%
de inibicao de crescimento, seguido da marca Valemar com 40%, ambos na concentragao
de 250 pg/mL. Nessa mesma concentracdo observa-se que o DMSO foi capaz de inibir
apenas cerca de 20% do crescimento, indicando uma possivel atividade ou efeito aditivo

dos extratos.
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Figura 19. Porcentagem de inibicdo de crescimento referente aos extratos do A. blazei
frente ao H. pylori.
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O grafico mostra que o extrato da marca Vitali apresentou 25% de inibicdo na
concentragdo de 250 ug/mL, porém a curva do DMSO mostra a mesma porcentagem de

inibi¢do na mesma concentracao, o que sugere uma atividade do proprio solvente.

4.4.4 Atividade antibacteriana da substancia p-glucana

Os resultados da determinagdo da concentragdo inibitdoria minima (CIM) da
substancia isolada B-glucana sao apresentados na Tabela 7. Em todos os experimentos os
controles positivos, do meio, do crescimento microbiano e dos solventes com e sem
inodculo apresentaram resultados adequados.

Observou-se que, para o H. pylori, o controle do solvente nos pogos contendo 10%
de DMSO as bactérias ndo cresceram o que demonstra a atividade inibitéria do proprio
solvente. De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que a substancia isolada

B-glucana ndo apresentou atividade bactericida ou bacteriostatica frente as cepas testadas.
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Tabela 7. Determinagdo da CIM da B-glucana utilizando a resazurina como revelador.

Bactérias Extratos Controle Positivo Solvente
Vitali Valemar Ampicilina Amoxicilina DMSO
E. coli  >1000 >1000 1,56 - -
S. aureus >1000 > 1000 0,39 - -
H. pylori 1000 1000 - 31,2 10%

*valores em pg/mL; (-) sem inibigdo

Apoés leitura no espectrofotometro foram confeccionados graficos com as
porcentagens de inibicdo encontradas. As Figuras 20, 21 e 22 apresentam as porcentagens

de inibicdo para E. coli, S. aureus e H. pylori respectivamente.

Figura 20. Porcentagem de inibicdo de crescimento referente a B-glucana frente ao E.
coli.
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Pelo grafico observa-se que as trés curvas sao muito semelhantes, com inibi¢ao
de aproximadamente 30% na concentracdo de 500 pg/mL, sugerindo uma atividade do

solvente e ndo dos extratos.



37
Figura 21. Porcentagem de inibicdo de crescimento referente a B-glucana frente ao S.
aureus.
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Pela analise dos graficos observou-se que a B-glucana da marca Vitali apresentou
uma inibicao de 80% do crescimento, seguido pela marca Valemar com aproximadamente
70%, ambos na concentragdo de 500 pg/mL. Nesta mesma concentragdo o DMSO foi
capaz de inibir apenas 40% do crescimento o que pode sugerir uma atividade ou efeito

aditivo dos extratos frente ao S. aureus.

Figura 22. Porcentagem de inibigdo de crescimento referente a B-glucana frente ao H.
pylori.
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O grafico acima indica que a maior inibi¢do foi do extrato proveniente da marca

Valemar, apresentando 40% de inibi¢ao na concentragdo de 500 pg/mL. O DMSO nessa
concentragdo foi capaz de inibir apenas 20% do crescimento sugerindo uma possivel

atividade do extrato.
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5. DISCUSSAO

A utilizag¢do de produtos naturais para o alivio e cura de doengas esta presente na
humanidade desde o inicio das civilizagdes (BARREIRO et al., 2009). A natureza
apresenta um grande niumero de espécies que produzem biomoléculas com diferentes
propriedades quimicas, o que incentiva a busca e investiga¢do de novas substancias com
potencial terapéutico até os dias de hoje (CRAGG e NEWMAN, 2013; ATANSOV et al.,
2015).

Neste contexto, os cogumelos aparecem como uma oportunidade a ser
investigada. Diversos estudos mostram que cogumelos contém uma grande variedade de
biomoléculas com propriedades nutricionais ¢ medicinais (LINDEQUIST et al.,
2005; POUCHERET et al., 2006 ¢ KALAC, 2009). Por possuirem essas propriedades os
cogumelos estao sendo reconhecidos como uma grande fonte natural de substancias ativas
para o desenvolvimento de medicamentos e nutracéuticos (ALVES et al., 2012).

No presente estudo, além da investigagdo da atividade antibacteriana de trés
espécies de cogumelos, também foram investigadas diferentes formas de extragdo, afim
de extrair diferentes compostos e aumentar a possibilidade de serem encontradas
substancias com propriedades ativas.

A metodologia de infusdo, baseada na extracdo com agua quente, foi proposta a
fim de ser utilizada uma técnica simples e caseira, podendo assim ser relacionada com o
uso dos cogumelos na preparacao dos alimentos. A infusdo € aplicavel a partes vegetais
moles, cortadas ou pulverizadas, o que facilita penetragdo e extracdo das substancias pela
4dgua (SIMOES, 2003). A ultrassom foi utilizada para de promover a fragmentacio das
estruturas e membradas, através da utilizagdo de uma alta corrente, ¢ assim facilitar a

liberag¢ao dos compostos presentes (TIWARI, 2015). J4 a maceracdo, em que foi utilizado


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157515000733#bib0240
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157515000733#bib0240
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157515000733#bib0320
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157515000733#bib0175
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157515000733#bib0015
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o etanol como solvente, teve como objetivo extrair diferentes tipos de compostos, por

possuir uma polaridade diferente a da dgua (NAIMA et al., 2015).

Quando analisados os resultados da extracdo em relacdo massa obtida, observou-
se que os trés métodos apresentaram um rendimento parecido, o que sugere que a trés
metodologias tem mesma capacidade de extragdo. Entretanto, os resultados apresentados
a partir da leitura espectrofotométrica, com as porcentagens de inibigdo, mostraram que
os extratos obtidos a partir do ultrassom foram mais ativos do que os extratos provenientes
da maceragdo e infusdao. Este fato pode ter ocorrido devido ao processo de ultrassom
promover o desgaste das membranas celulares, aumentando a degradagdo das células e
promovendo uma maior penetragao do solvente, o que pode ter aumentado a extragdo de

substancias potencialmente ativas (TIWARI, 2015).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifungica dos compostos, entre eles, os mais conhecidos sdo o método de difusao em
agar ¢ a microdiluicdo. Para determinar a CIM de extratos vegetais o método mais
utilizado ¢ a microdiluicdo, principalmente devido a sua sensibilidade e quantidade
minima de reagentes, o que possibilita um maior numero de réplicas, aumentando a
confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al., 2008). O método de microdiluicao foi
utilizado por Araujo et al. (2012) para determinar a CIM de extratos etandlicos e
metanoélicos de folha de Leiothris spirallis frente a 10 cepas de micro-organismos, entre
fungos e bactérias. Os testes foram revelados com resasurina e os resultados foram
promissores contra Candida sp. e bactérias Gram positivas. Yessoufou et al. (2015)
determinaram a atividade antifiingica e antibacteriana de isolado dos extratos de Ficus
dupacea frente a 15 cepas de micro-organismos, entre fungos e bactérias, pela técnica de
microdiluicdo. Os resultados mostram a atividade dos isolados frente a todas as cepas,
exceto para Candida albicans. Rashed et al. (2014) também utilizaram a técnica de

microdiluicdo para determinar a atividade antibacteriana e antifiingica de extratos
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metanolicos e compostos fenodlicos dos frutos de Diospyros virginiana L. frente a 16

cepas. Assim como no presente estudo foram realizadas leituras espectrofotométricas
para determinar a porcentagem de inibi¢do dos extratos. Todos os compostos e extratos
testados apresentaram atividades inibitdrias frente as cepas testadas. Estudos publicados
por Ren et al. (2014) compararam a atividade antibacteriana de 8 espécies de extratos
aquosos de cogumelo pela determinagdo da CIM, por duas técnicas diferentes. A CIM foi
determinada pelo método de difusdo em agar, em que a leitura dos resultados ¢ feita
através do didmetro dos halos de inibi¢do e pela técnica de microdiluigdo, em que os
resultados foram obtidos pelas leituras espectrofotométricas e assim determinadas as
porcentagens de inibi¢dao de crescimento. Concluiu-se que o método de microdiluigdo foi
mais efetivo e que os extratos inibiram maior nimero de bactérias Gram-positivas do que

Gram-negativas.

A técnica de microdiluicao ainda permite a utilizagdo de diversos controles que
nos auxiliam na interpretacao dos resultados, evitando que erros sejam cometidos durante
as analises. Os controles de esterilidade do meio e dos extratos auxiliaram na identifica¢ao
de possiveis contaminagdes. Os controles positivos feitos com os antibidticos permitiram
a comparagao da atividade dos extratos com medicamentos padroes em que a CIM ja ¢
determinada. O controle de crescimento bacteriano foi feito para verificar se o meio e as
bactérias eram viaveis e possuam um crescimento adequado. Neste experimento o
controle do solvente utilizado (DMSO) foi de extrema importancia, pois através dele foi
possivel identificar que em alguns casos a atividade observada na placa era decorrente do
solvente e ndo da agdo dos extratos, fato também observado nos graficos de inibicao de
crescimento. Com este controle foi possivel evitar resultados falso-positivos que

indicariam uma atividade que o extrato ndo possui.
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Os resultados obtidos neste estudo foram discordantes quando comparadas as

formas de leitura empregadas. Quando analisada a CIM utilizando a resazurina como
revelador, ndo foi observada atividade bactericida ou bacteriostatica de nenhum dos
extratos, uma vez que a partir da concentracdo mais alta analisada observou-se a presenca
da coloragao rosea, indicativo de crescimento bacteriano. Entretanto, de acordo com as
leituras espectrofotométricas, pode-se notar que alguns extratos promoveram inibi¢ao do
crescimento em um menor percentual de inibigdo (<90%). Essa discordancia de
resultados acontece devido a sensibilidade e/ou ponto de viragem da resazurina. A
resazurina apesar de usual, possui a limitagdo inerente a concentracdo de crescimento
bacteriano, que detecta somente quando ocorre uma porcentagem de inibigdo maior que
90% (HORNER et al., 2008; STOPPA et al., 2009 e GUDINA et al., 2010).

A importancia da leitura espectrofotométrica estd na possibilidade de se identificar
diferentes porcentagens de inibi¢do de crescimento bacteriano, que variam de 0 a 100%,

demonstrando uma maior sensibilidade. Além disso os dados espectrofotométricos sao

facilmente observados com a apresentagdo em forma de graficos.

Na literatura sao encontrados estudos que determinam a atividade antimicrobiana
dos cogumelos aqui estudados, entretanto, nestes estudos sdo empregadas diferentes
metodologias de extracdo e de determinacdo da atividade bacteriana, assim como
apontam resultados frente a diferentes micro-organismos. Na literatura atual ndo existem
muitos estudos que investigam a atividade antimicrobiana de cogumelos utilizando a

técnica de microdiluigdo, o que destaca o ineditismo dos resultados obtidos nesse estudo.

Além disso ¢ importante salientar que os resultados apresentados aqui sdo
provenientes de extratos fungicos e referem-se atividade antibacteriana dos metabdlicos
secundarios produzidos por esses macrofungos. Esses metabolitos podem sofrer variagdes

de concentracdo em decorréncia de fatores ambientais, como temperatura e condigdes
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hidricas, assim como época de colheita e modo de cultivo, o que pode justificar possiveis

divergéncias nos resultados encontrados aqui descritos (SILVA et al., 2010).

Bisen et al. (2009) demonstraram a atividade antibacteriana de extratos dos frutos
secos do L. edodes extraidos com cloroformio, acetato de etila e agua. Esses extratos
apresentaram uma maior atividade contra bactérias Gram positivas do que Gram
positivas, com destaque para o B. subitlus e S. aureus. Os autores ainda apontam a
lentionina como a principal substancia responsdvel pela atividade antibacteriana dos
extratos, que por sua vez pode nao ter sido extraida com os solventes utilizados neste
trabalho ou apresentar-se em pequenas concentragdes, justificando o menor potencial de
inibicdo encontrado frente ao S. aureus aqui reportado. Os melhores resultados de
atividade do L. edodes apresentados por Bisen et al. (2009) foram com os extratos

cloroformicos.

Hearst et al. (2009) demonstraram a atividade de extratos aquosos de L. edodes
frente a 39 micro-organismos, entre eles o S. aureus e E. coli, pela técnica de difusao em
agar, com um halo de inibicao de 12 € 9 mm respectivamente. Mais uma vez os extratos
de L. edodes foram mais ativos frente as bactérias Gram positivas. Nossos resultados nao
apresentaram atividade do L. edodes frente a E. coli, possivelmente porque a metodologia
empregada foi diferente. Estudo realizado por Alves et. al. (2012) comparando os
métodos de difusd@o em 4dgar e microdiluicdo indicam que apesar da difusdo em agar
apresentar maiores valores de inibigao, a técnica de microdilui¢do ¢ mais sensivel para
determinar a atividade antimicrobiana, o que exalta os resultados apresentados nesse
trabalho. Os dois trabalhos citados acima estdo de acordo com os resultados reportados
por nds que indicam uma relativa atividade dos extratos de L. edodes frente ao S. aureus.

Negri (2012) determinou a atividade de extratos aquosos e etanolicos do L.

edodes, porém seus resultados foram discordantes dos resultados apresentado no presente
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trabalho. Seus estudos mostraram uma significativa atividade dos extratos aquosos frente

aE. colieS. aureus (CIM =31,2 pg/mL) e (CIM = 15,6 pg/mL) respectivamente. E ainda
resultados mais expressivos para os extratos etandlicos, com CIM = 3,9 pg/mL frente ao
S. aureus ¢ CIM = 15,6 ng/mL frente a E. coli. Os resultados aqui reportados mostram
que os extratos de L. edodes possuem uma maior atividade contra o S. aureus, assim como
foi mostrado nos estudos de Negri (2102), porém no presente estudo ndo foi possivel
observar a CIM utilizando a rezasurina como revelador. Estes resultados podem ser
divergentes, possivelmente, pelo estudo de Negri (2012) ter utilizado uma diferente forma
de preparagao da amostra. O teste foi realizado com toda a solug¢do extrativa, diferente do
presente estudo em que o extrato foi completamente seco e depois suspendido em outro
solvente. As substancias responsaveis pela atividade podem ter evaporado na secagem do
solvente e podem justificar a diferenga entre os resultados apresentados.

A atividade antimicrobiana do Agaricus bisporus foi publicado por Oztiirk et al.
(2011), que descreveu os efeitos dos extratos metanolicos contra seis espécies de bactérias
Gram positivas e sete Gram negativas, entre elas o S. aureus e a E. coli e duas espécies
fungicas. Os resultados demonstraram que as bactérias Gram positivas foram mais
sensiveis que as Gram negativas, corroborando com os resultados apresentados nesse
estudo em que o S. aureus foi mais sensivel aos extratos de 4. bisporus do que as demais
bactérias. Além disso os resultados apresentados por esses autores mostram uma inibi¢ao
mais expressiva do 4. bisporus, o que ndo ocorreu no presente estudo. Essa divergéncia
pode ter ocorrido pois foi utilizado a difusdo em agar para a determinagdo da atividade
antibacteriana e a extracdo dos cogumelos foi feita com metanol. Stojikovic et al. (2014)
compararam a atividade do extrato metandlico e etanolico do 4. bisporus, mostrando que
o extrato metandlico apresenta uma maior atividade frente ao S. aureus.

Atualmente, algumas espécies de cogumelos vém sendo utilizados na medicina

tradicional em diversos paises, como China, Coréia, Japao e outros paises asiaticos, para
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o tratamento de diversas doencas, incluindo ulceras orais, disturbios gastrintestinais,

doengas linfaticas e varios tipos de canceres. Em particular, o polissacarideo, B-glucana,
tem chamado muito aten¢do, por ser o componente majoritario responsavel pela atividade
biologica dos cogumelos (ZHU et al., 2015). Um dos cogumelos que possui uma grande
quantidade de B-glucana é o Agaricus blazei e por isso ¢ atualmente um dos cogumelos
mais estudados (GONZAGA et al., 2013).

Estudos de Angeli et al. (2009) mostraram o potencial anti-inflamatorio e
antitumoral da B-glucana. Chan et al. (2009), explicaram a agdo dessa substancia no
sistema imune humano e como ela age nas células cancerigenas. Muito se estuda sobre
essas substancias com o foco antitumoral, anti-inflamatorio e imunologica, mas hd uma
escassez na literatura de estudos sobre a atividade antimicrobiana desses compostos, o
que exalta importancia e o ineditismo do presente trabalho.

A B-glucana se mostra como um componente eficaz e ideal para ser utilizado como
principio ativo de medicamentos. Entretanto, a sua extragao e purificagdo ¢ um trabalho
dificil o que faz aumentar a necessidade estudos que buscam otimizar os procedimentos
de extracao e purificagdo deste componente (ZHU et al., 2015). Além disso, o mecanismo
da atividade bioldgica de isolados de B-glucana a partir de cogumelos comestiveis e
medicinais ainda ndo esta completamente elucidado e tem chamado muito a atencao dos
pesquisadores (OZTURK et al., 2015).

Desta maneira os resultados apresentados nesse estudo mostrando que a B-glucana
possui uma atividade moderada contra o S. aures sdo de grande valia e ddo continuidade
a investigacdo e ao entendimento desse composto tdo estudado dentro da comunidade
cientifica.

Os resultados apresentados nesse trabalho sdo relevantes, uma vez que foi
demonstrada a inibi¢do moderada de crescimento bacteriano promovida pelas espécies

estudadas frentes ao Staphylococcus aureus, direcionando estudos futuros que podem


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157515000733
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demonstrar a capacidade sinérgica da acdo dos extratos de cogumelos com farmacos ja

empregados na clinica, promovendo a diminuicdo da dose terapéutica e
consequentemente a reducdo dos efeitos toxicos e/ou cumulativos. Além disso, o estudo
também contribuiu para a investigagdo de medidas profilaticas e terapéuticas promovidas
pelo consumo das espécies estudadas, uma vez que sdo amplamente consumidas pela

populagdo e podem atuar como adjuvantes no tratamento de infec¢des de origem géstrica.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados nos possibilitam concluir que:

- O método extrativo de ultrassom foi mais eficaz na obtengdo de extratos com
componentes ativos com propriedades antimicrobianas do que os extratos de infusdo e

maceracao.

- Os extratos de Lentinus edodes e Agaricus bisporus obtidos por ultrassom, infusdo e
maceragao apresentaram relativa atividade frente ao Staphylococcus aureus, mas nao

demostraram atividade frente a Escherichia coli e ao Helicobacter pylori.

- Os extratos da marca Vitali se mostraram mais eficazes em sua atividade antimicrobiana

quando comparados aos extratos da marca Valemar.

- Os extratos do Agaricus blazei mostraram uma relativa atividade frente ao
Staphylococcus aureus, mas ndo demostraram atividade frente a Escherichia coli e ao

Helicobacter pylori.

- Os extratos com isolados de -glucana apresentaram uma moderada atividade frente ao
Staphylococcus aureus, mas ndo demostraram atividade frente a Escherichia coli e ao

Helicobacter pylori.
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