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RESUMO

O Helicobacter pylori € uma bactéria associada a processos patoldgicos
gastrointestinais, como Uulceras, gastrite e tumores gastricos que atingem a
populagdo em geral. A terapia disponivel na pratica clinica como a tripla e até
mesmo a quadrupla com associacdo de bismuto apresentam limitagdes como altos
indices de efeitos toxicos, ineficiéncia em casos de infecgdes por cepas
multirresistentes e incapacidade de atingir regides gastrointestinais sem ser
degradado no lumen pela agdo dos acidos e pepsinas presentes no ambiente
estomacal. O uso de produtos naturais emerge na triagem de novos agentes
antimicrobianos com aplicabilidade anti-H. pylori, apresentando produtos que visam
erradicar ou ser utilizado como adjuvante profilatico na alimentagédo. Neste caso, os
cogumelos podem ser uma alternativa para o combate do patdbgeno em questéo,
uma vez que a literatura aponta consideravel atividade antibacteriana de extratos
fungicos frente a varios isolados patogénicos podendo vir a ser utilizados no
desenvolvimento de novos medicamentos ou mesmo como adjuvantes no
tratamento das infecgbes, como exemplo, destaca-se os cogumelos do género
Pleurotus spp., um dos mais estudados e comercializados em todo o mundo. O
meétodo de microdiluigdo € um dos mais utilizados para determinar atividade
antimicrobiana, pela sua sensibilidade, pequena quantidade de reagentes, amostras
e reprodutibilidade, neste sentido, mostra-se como uma importante ferramenta na
avaliagao de novos compostos com propriedade antimicrobiana. Em continuidade ao
estudo do nosso grupo de pesquisa este trabalho objetivou determinar o potencial
antibacteriano de espécies de cogumelos comestiveis do género Pleurotus spp.
instigados pela possibilidade de encontrar uma alternativa para a erradicagao e/ou
controle de bactérias patogénicas com énfase no H. pylori. A atividade
antibacteriana dos diferentes extratos de Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii e
Pleurotus ostreatoroseus obtidos por infusdo, ultrassom e maceragédo, foi
determinada pela técnica de microdiluicdo a fim de obter a concentracao inibitéria
minima (CIM) frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Helicobacter pylori. Os resultados obtidos mostraram a potencialidade dos métodos
extrativos de infusdo e maceracdo na obtencdo de componentes ativos dos
cogumelos, uma vez que foram observados padrdes inibitérios superiores em
relacdo aqueles obtidos por ultrassom. Os dados obtidos com a cepa de E. coli,
mostraram que os extratos obtidos por infusdo e maceragcédo apresentaram inibigao
do crescimento bacteriano superiores a 70% ja naqueles obtidos por ultrassom a
inibicdo foi em torno de 20%. Os extratos ndo apresentaram atividade contra S.
aureus. Em relacdo a atividade anti-H. pylori, grande enfoque deste trabalho,
observou-se que todos os extratos conseguiram inibir o crescimento bacteriano em
torno de 80%, mostrando-se como o resultado mais promissor. Considerando os
resultados obtidos neste estudo, notou-se uma possivel seletividade de agao contra
as bactérias Gram negativas, uma vez que apresentaram uma atividade moderada
contra as cepas de E. coli e H. pylori e nenhuma atividade para S. aureus foi
observada. Em suma, o consumo de cogumelos do género Pleurotus spp. pode ser
um grande aliado no combate a doengas de origem bacteriana, uma vez que ao
serem consumidos na alimentagdo podem comportar-se como agentes profilaticos,
prevenindo o desenvolvimento de infecgbes futuras, o que se mostra de grande
interesse se tratando de infecgbdes causadas pelo patégeno H. pylori.

Palavras-chave: Pleurotus spp.; Atividade antibacteriana; Helicobacter pylori;
Microdiluicao; Escherichia coli; Staphylococcus aureus.



1 INTRODUGAO

Produtos naturais com atividade bioldgica sao utilizados desde o inicio da
civiizagdo humana, seja como fonte alimenticia ou como forma de curar uma
enfermidade. Dessa forma, o homem, aprofundou seus conhecimentos nessa area e
vém utilizando produtos naturais com atividade antimicrobiana. Na atualidade, o uso
destes produtos vem ganhando destaque na area cientifica que visa a descoberta de
novos principios bioativos com aplicabilidade na terapéutica de doencas infecciosas
oriundas de contaminagdes por virus, fungos e bactérias, sejam estes de carater
oportunista e/ou patogénico (CRAGG e NEWMAN, 2013). Os produtos naturais vém
se mostrando atrativos no desenvolvimento de pesquisas clinico-farmacoldgicas
com o objetivo de controlar e até mesmo erradicar formas microbianas associadas
com o desenvolvimento de infeccbes (SALEEM, 2010). Neste sentido, as plantas
medicinais sdo o principal foco de investigagdo na area antimicrobiana, justificado
pela variedade de componentes ativos e principalmente a abrangéncia da
aplicabilidade sob varios tipos de doencas infecciosas, sendo esta capacidade
atribuida principalmente a presenca de metabdlitos secundarios (SIMOES et al.,
2017).

Metabdlitos secundarios sdo considerados compostos presentes nas plantas,
nao se encontram envolvidos diretamente com os processos de crescimento,
reproducdo e desenvolvimento dos vegetais, mas desempenham um papel
importante nas defesas vegetais contra a herbivoria e outras defesas relacionadas
ao meio de desenvolvimento e sobrevivéncia. (NEWMAN, DJ & CRAGG, GM, 2016).
Estes compostos possuem atividade antimicrobiana, antioxidante, antiproliferativo de
células tumorais além de serem amplamente empregados na industria de

cosméticos. Os principais grupos destes compostos que sao responsaveis pela
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atividade antimicrobiana de produtos de origem natural incluem compostos fendlicos,
quinonas, saponinas, flavondides, taninos, fenazinas, cumarinas, lignanas,
neolignanas, terpendides e principalmente os alcaldides (HAYEK et al., 2013).

Os antimicrobianos sao agentes terapéuticos, produzidos e obtidos, na
maioria das vezes, a partir de organismos vivos. Embora o avango técnico e
cientifico da sintese de novos medicamentos seja observado nos ultimos anos, a
medicina moderna encontra-se em expressiva busca por novos farmacos capazes
de atuarem efetivamente no controle de doengas causadas por micro-organismos de
carater patogénico e oportunista. Ultimamente observa-se que a procura por novas
abordagens medicamentosas frente a diversos tipos de doencas oriundas de
processos infecciosos encontra-se em declinio e desatualizacdo (CRAGG e
NEWMAN, 2013). Na ultima década, apenas sete novos farmacos foram aprovados
para a terapia do tratamento de infecgbes bacterianas. O numero de aprovacgdes de
novos medicamentos utilizados neste tipo de terapéutica caiu substancialmente em
relagdo ao observado em meados de 1980, onde, em média quatro novas drogas
eram introduzidas no mercado a cada ano (BROWN et al., 2014).

As doencas infecciosas classificam-se como um importante problema de
saude publica, uma vez que coloca em risco toda a populacdo além de serem
responsaveis por grande parcela dos gastos com a saude e ao obito dos pacientes
acometidos. Casos infecciosos como o desenvolvimento de meningites, infec¢des no
trato respiratorio e gastrico enquadra-se como as principais doengas que afetam a
populacdo (BONIFACIO et al., 2014). Doengas infecciosas que eram faciimente
tratadas estdo se tornando sérios problemas devido a resisténcia dos
antimicrobianos, em 2010, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aconselhou a

todos os paises a implementagdo de medidas de controle contra a propagacéo de
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bactérias multirresistentes, salientando os riscos, preconizando o uso racional de
antibidticos, treinamento dos profissionais da saude, reforgo das legislagdes que
proibem a venda sem prescricdo e apontando terapias alternativas contra esses
micro-organismos, medidas estas que visam o controle da multirresisténcia (WHO,
2010).

Isolados de Candida ssp., Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus ssp., Escherichia coli, entre outros, estdo cada vez mais
resistentes a multiplas drogas, o que estimula ainda mais o estudo de substancias
com novos mecanismos de acao (ROSA et al., 2003). De maneira geral, os micro-
organismos sao os seres com maior adaptabilidade a mudangas que visem garantir
sua sobrevivéncia e o uso desenfreado de antibidticos levou ao surgimento de
linhagens de bactérias com mecanismos que as fizessem resistir a utilizagdo desses
medicamentos (ALVEZ et al., 2012; RODRIGUES-ROJAS et al., 2013). Esse fato
justifica, apesar da grande variabilidade de antibidticos disponiveis em pratica
clinica, a pesquisa por alternativas no tratamento das infecgbes associadas a micro-
organismos.

Classificar os micro-organismos de acordo com seus respectivos padroes de
viruléncia torna-se indispensavel para o sucesso da terapia medicamentosa
empregada, sendo assim, diversos tipos de patologias humanas estdo associados a
presengca de micro-organismos patogénicos ou oportunistas, como aqueles
pertencentes ao género Staphylococcus sendo estes cocos Gram positivos, nao
esporulados, imoéveis com didmetro de 1um. Dentre as espécies pertencentes ao
género em questdao destaca-se o Staphylococcus aureus, sendo diretamente
relacionado a infec¢gdes humanas a nivel comunitario e hospitalar. Embora se trate

de uma espécie relativamente sensivel aos antibacterianos empregados em pratica
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clinica, ja existem relatos na literatura cientifica demonstrando cepas com perfil
multirresistente (BASTOS et al., 2013). A principal habilidade exercida por S. aureus
€ a capacidade de colonizagdo em individuos saudaveis, podendo manifestar-se
maleficamente em situagées de comprometimento imunolégico ou em portadores de
doencgas base, como o diabetes. Trata-se de um micro-organismo com capacidade
invasiva em diversos tipos de tecidos do corpo humano, sendo assim, é dotado de
inumeras capacidades de diversos tipos de desencadeamentos patologicos. Cerca
de 25% a 35% dos seres humanos possuem esta bactéria na superficie da pele e
em mucosas, o que classifica-se como um fator de risco para o estabelecimento de
infeccbes, visto que a partir de um simples trauma ocorrido, intervengdes clinico-
cirurgicas, bem como infecgdes virais, ha o favorecimento da invasao microbiana em
tecidos e 6rgaos levando o hospedeiro em graves situagdes de risco a homeostasia
do corpo humano, sendo que os mecanismos de viruléncia exercidos pelo agente
invasor estado diretamente relacionados as suas caracteristicas patogénicas e ao
sistema imunolégico do hospedeiro (CHAMBERS e DELEO, 2009; GRUNDMANN et
al., 2010).

Durante muitos anos tém-se estudado inumeras formas de controle e
erradicagao de doencgas causadas por Staphylococcus aureus através de diversos
tipos triagens antimicrobianas, amplamente variadas em seus mecanismos de
agdes, aplicagbes e eficacia, porém a ocorréncia de resisténcia a drogas vem
ocorrendo devido ao uso indiscriminado de agentes terapéuticos nos tratamentos de
doengas que acometem o homem e os animais. De um modo geral, a versatilidade
desta bactéria no desenvolvimento de resisténcia a diferentes agentes
antimicrobianos elevam as contribuicbes para a sobrevivéncia e incontrolaveis

disseminagdes em ambientes hospitalares, com a disseminagéo de, por exemplo, S.
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aureus resistente as penicilinas e cefalosporinas e também aos aminoglicosideos,
tetraciclinas entre outros. Mais recentemente foram descobertas estirpes com perfil
resistente a vancomicina, sendo este 0 medicamento empregado em casos clinicos
de infecgbes severas pelo micro-organismo em questdo. Outro importante fator
negativo observado em estirpes desta espécie além da vasta resisténcia aos mais
diversos antibioticos é o fato deste tipo de bactéria apresentar resisténcia a ions
metalicos, como mercurio, € a biocinas, tais como cloreto de benzalcénio e
clorexidina. Estes agentes sdo considerados poluentes urbanos ou industriais, ou
ainda através do uso hospitalar como anti-séptico, o que dificulta ainda mais a
desinfeccdo em ambientes considerados altamente contaminantes e prejudiciais a
saude do homem, levando a um maior indice de seletividade no que diz respeito a
manutencgao da esterilidade em ambientes com alto rigor de assepsia (MAIA et al.,
2008).

Escherichia coli classifica-se como um grupo grande e diverso de bactérias,
sendo habitantes comensais de wurina e fezes dos seres humanos.
Morfologicamente, apresenta-se como um bacilo Gram-negativo, anaerdbio,
fermentador de glicose e de outros agucares (GUO et al., 2013). Embora a maioria
das variedades de E. coli sejam inofensivas tanto em humanos quanto em animais,
outras podem promover o desencadeamento de patologias. Alguns tipos destes
micro-organismos podem ocasionar casos clinicos severos como doengas de cunho
respiratorio, intestinal e principalmente urinario (TENAILLON et al., 2010). A
contaminagao por E. coli atinge todas as faixas etarias, sendo mais frequente em
idosos e criangas, o que aumenta o risco do desencadeamento de sindromes
hemoliticas-urémicas, além de outros tipos de patologias que se apresentam

intensamente ativas e sintomaticas. Embora as politicas de controle de
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contaminagao por este tipo de bactéria sejam rigorosas, ainda ha uma grande
incidéncia de casos emergentes de infeccdo, o que leva ao estabelecimento de
patologias distintas ocasionadas pelo mesmo micro-organismo. Os sintomas de
infeccdo podem variar mas geralmente incluem célicas estomacais, diarreia
e vomito. Diversos fatores de risco estdo associados ao contagio e propagacao das
doencas causadas por E. coli, e estes variam desde a imunossupressao em que o
hospedeiro se encontra, até mesmo ao consumo de alimentos contaminados. Dentre
os sinais clinicos apresentados por pacientes que foram contaminados pelo
patdogeno uropatogénico encontram-se as infecgbes do trato urinario, sendo esta
uma das formas mais comum de infecgado bacteriana humana. De modo geral, todos
os seres humanos sao susceptiveis a esta infecgdo, porém, a prevaléncia da
infeccao difere com a idade, sexo, sendo mais frequente em mulheres devido a
anatomia que seu sistema reprodutor e urinario apresenta, além de outros fatores
predisponentes. Os fatores de viruléncia deste tipo de micro-organismo incluem
adesinas, siderdforos, toxinas, antigenos polissacaridicos e capsulares, os quais
tornam a bactéria capaz de se ligar e lesar as células e os tecidos do hospedeiro
fora do trato intestinal, evitando ou subvertendo os mecanismos de defesa nestes
sitios, estimulando uma resposta inflamatéria no hospedeiro e ocasionando a
doenca extra intestinal (DERING et al., 2012; LUJAN et al., 2012).

Helicobacter pylori € uma bactéria Gram negativa, microaerofila, espiralada
com habilidade de colonizar a mucosa gastrica associada ao processo de doencgas
gastrointestinais, como Ulceras, gastrite e alguns tumores malignos como o
adenocarcinoma gastrico (WU et al., 2012). Pode ser transmitida pelo contato de
pessoa com pessoa, através da saliva, vomito, ou contato fecal (GURNEY et al,

2014). A prevaléncia varia entre mais de 80% em paises em desenvolvimento e
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entre 6% a 25% em paises desenvolvidos, com maior numero de casos em idosos,
locais com superpopulagdo e em criangas desprovidas de higiene adequada
(OPPONG et al, 2015). Este patégeno vem mostrando-se como um grande
problema de Saude Publica, sendo um dos micro-organismos infecciosos mais
comuns do mundo (HOJSAK et al., 2012), assim, a busca pela erradicacéo dessa
bactéria é de grande interesse. (BONIFACIO et al., 2014).

As principais queixas de pacientes acometidos com o patdbgeno em questao
sao dadas pela presenga de ulceragbes, gastrite e em casos mais graves, 0
desenvolvimento de tumores gastricos. A Ulcera gastrica é uma violagdo na mucosa
duodenal ou gastrica que vai até a submucosa, as menores sao chamadas de
erosdes, que podem nao ser notadas até crescerem e se tornarem ulceras, sendo a
causa mais comuns, além da infecgdo por H. pylori, o uso prolongado de
antiinflamatorios ndo esteroidais, como a aspirina. Normalmente, o sintoma mais
comum relacionado a ulcera leve é a dor epigastrica e menos usualmente, nauseas,
vomitos e perda de peso, enquanto que a ulcera causada por antiinflamatdrios séo
quase sempre assintomaticas. No caso da ulcera duodenal, o sintoma mais comum
relatado é sensacdo de queimacgdo geralmente apos as refeicbes. A gastrite é a
inflamagédo da mucosa gastrica, geralmente apresenta-se como assintomatica, mas
se nao tratada resulta na complicagdo do quadro clinico do paciente, como o
desenvolvimento de ulceras, adenocarcinoma e linfoma gastrico, outro motivo pela
qual a infecgao por H. pylori é preocupante (BONIFACIO et al., 2014).

O H. pylori possui sofisticados fatores e mecanismos de viruléncia que
possibilitam sua sobrevivéncia e multiplicacdo, desencadeando assim, os problemas
no trato gastrointestinal. As adesinas ou enzimas secretadas sao de extrema

importancia ja que realizam contato direto com os tecidos, mediando as interagoes
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ente o patdégeno e o hospedeiro. Também possui proteinas expostas na superficie e
moléculas efetoras translocadas, apresentando uma série de proteinas e genes que
oferecem potencial de colonizagcdo da mucosa gastrica. Normalmente, a mucosa
gastrica apresenta protegdao contra micro-organismos, entretanto, o patégeno em
questao possui flagelos polares, enzimas e outros fatores que permitem sua
multiplicagdo favorecendo a entrada no muco e adesao nas células epiteliais, além
disso, promove evasdao da resposta imune do hospedeiro, o0 que favorece sua
colonizagédo e transmissdo. Os mecanismos de viruléncia mais elucidados do H.
pylori compreendem-se em citotoxinas associadas ao antigeno A (CagA) e citotoxina
vacuolar (VacA). A VacA possui varias fungdes nas células epiteliais, como por
exemplo a inducéo de apoptose, disjuncao das células, formagao de canais de uréia
e alteracao da atividade imunomodulatéria do hospedeiro, pois inibe o processo que
liga o peptideo antigénico nos linfocitos B e a apresentagao para os linfocitos T
CD4+, e também pode inibir a proliferagdo de linfécitos T, sendo um possivel
mecanismo pela qual a bactéria estabelece sua infeccdo cronica. Outra forma de
viruléncia é o Cag T4SS que faz a mediagdo da translocagédo da CagA, fazendo com
que ocorra a fosforilagdo, resultando em um feedback negativo que resulta na
desfosforilagdo de outras proteinas da célula hospedeira (RIEDER et al., 2005).
Além desses mecanismos de viruléncia, sabe-se que o H. pylori pode formar
biofilmes na mucosa gastrica, dificultando ainda mais o tratamento. Além disso,
estudos apontaram que biofilmes de H. pylori foram encontrados em superficies de
sistemas que distribuem agua, contribuindo ainda mais para a disseminagdo em
paises em desenvolvimento (YONEZAWA, et al., 2015).

O diagnéstico é feito a partir de combinagdes de exames, invasivos e nao

invasivos, ja que nado existem testes com aceitaveis niveis de sensibilidade e
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especificidade (BELDA et al.,, 2012). Atualmente existem varias formas de
diagnodstico, como por exemplo: cultura bacteriana, teste de urease, teste de
respiracdo de urease, exame histolégico, PCR, sorologia, teste de antigeno e
meétodos como endoscopia, biopsia, obtencédo de suco gastrico através de tubos
nasogastricos, entre outros (LO et al., 2001; MEGRAUD et al., 2007).

O tratamento para H. pylori é baseado em combinagdes entre agentes
supressores de acidos e diversos antibidticos e mesmo assim apresenta muitas
limitagdes. Muitos fatores sédo responsaveis pela dificuldade de curar a infecgao,
como a resisténcia da cepa bacteriana e ineficiéncia do sistema imunolégico do
hospedeiro (MOLINA-INFANTE et al., 2015). Logo, pela alta prevaléncia da bactéria
nas populagcées mais pobres e devido ao fator de risco da infeccdo, € necessario
encontrar um tratamento com o menor custo-beneficio e eficacia disponivel. A
primeira linha de tratamento é conhecida como terapia tripla. Consiste em
claritromicina, amoxicilina ou metronidazol duas vezes ao dia e um inibidor da
bomba de prétons como o omeprazol, também ingerido duas vezes ao dia por duas
semanas. Entretanto, existem regides na qual a resisténcia a claritromicina esta
crescendo, logo, a forma de tratamento mais eficaz a ser escolhida deve ser
baseada neste fator. Se a primeira linha de tratamento falhar, pode-se utilizar
combinacdes de levofloxacino uma vez ao dia, amoxicilina duas vezes ao dia e um
inibidor de bomba de prétons duas vezes ao dia, totalizando 10 dias de tratamento,
formando assim, a segunda linha de tratamento contra H. pylori. Outra forma de
tratamento é a terapia quadrupla, que inclui tetraciclina e metronidazol trés vezes ao
dia, subsalicilato de bismuto 4 vezes ao dia e um inibidor de bomba de prétons duas
vezes ao dia, por duas semanas, sendo esta mais uma alternativa para a segunda

linha de tratamento (GURNEY et al., 2014; OPPONG et al., 2015).



18

Outro ponto que pode ser destacado € a incidéncia de pacientes com alergia
a medicamentos a base de penicilina, se tornando mais um desafio principalmente
em pacientes cujo primeiro tratamento nao foi eficaz (GISBERT et al, 2010). Os
maiores efeitos adversos do tratamento contra H. pylori sdo irritagdes no trato
gastrointestinal e diarréia, sendo assim, para contornar esse problema, a utilizagao
de cepas probidticas para diminuir os efeitos adversos provenientes do tratamento
torna-se uma alternativa muito recomendada, além de aumentar a adesdo ao
tratamento por parte do paciente resultando na erradicagao da bactéria. (PATEL et
al., 2014). Logo, a dificuldade de encontrar-se um medicamento eficaz que seja
capaz de atingir as regides gastrointestinais (local onde a bactéria esta alojada) sem
ser degradado no lumen pela agdo dos acidos e pepsinas presentes no organismo
somado ao problema de resisténcia aos antibidticos, faz com que o tratamento de
escolha no controle desta infeccdo nao seja efetivo, sendo assim, os produtos
naturais emergem na abordagem terapéutica deste tipo de infecgbes apresentando
propriedades importantes no tratamento e/ou controle das afecgbes (WU et al.,
2012).
O uso de cogumelos na busca por novos compostos antimicrobianos pode ser
uma alternativa eficaz e favoravel (ZEPEDA-BASTIDA et al., 2016), uma vez que a
literatura aponta a atividade antibacteriana de extratos fungicos frente a varios
isolados patogénicos (HEARST et al., 2009; LARGETEAU, 2011; LIU et al., 2013),
podendo vir a ser utilizados no desenvolvimento de novos medicamentos ou mesmo
como adjuvantes no tratamento das infecgcbes microbianas. Cogumelos sé&o
utilizados por milénios (WASSER, 2002), ndo sé como medicamentos, mas

principalmente como fonte de alimentos (RAI et al., 2005).
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Além da grande variedade de sabores, cogumelos também se tornaram
atrativos como alimentos funcionais e nutracéuticos (KHATUN et al., 2015).
Possuem proteinas digestiveis, carboidratos, fibras, vitaminas, minerais, baixo teor
caldrico e lipideos (NOWACKA et al.,, 2014; HAN et al.,, 2015). O consumo de
cogumelos na alimentagdo pode reduzir danos oxidativos nas células causados por
radicais livres, que causam oxidagcdo de acidos nucleicos, proteinas e lipidios e,
assim, possivelmente diminuir o envelhecimento e doengas (KLAUS et al., 2015).

A utilizagdo e o cultivo de cogumelos sdo muito comuns em paises do oeste
da Asia e na China, na qual povos antigos utilizavam extratos de cogumelos para
curar enfermidades (RAI et al., 2005; AIDA et al., 2009). Eles sao classificados como
uma das maiores fontes de substancias com utilidade farmacéutica (RAIl et al.,
2005). Sendo conhecidas aproximadamente 15.000 espécies, e dessas, cerca de
650 possuem propriedades medicinais (WASSER, 2002; RAI et al., 2005; MINATO,
2010;). Além de seu alto valor nutricional, os cogumelos s&o ricos em metabalitos
como lectinas, polissacarideos, fendis e polifendis, terpenos, ergosterdis e
componentes organicos volateis (KALAC, 2013). S&o relatadas as propriedades
antineoplasicas, antibacterianas e antioxidantes de extratos de diferentes espécies
(KALYONCU et al., 2010; NEGRI, 2012; LIU et al., 2013), neste sentido, a pesquisa
destes compostos voltados a sua atividade antimicrobiana principalmente contra o
patdgeno H. pylori mostra-se de grande importancia.

Cogumelos do género Pleurotus spp sao um dos mais estudados e
comercializados, ocupando a terceira posigao na produgao de cogumelos do mundo
(CARDOSO et al., 2013), principalmente no sudeste asiatico, india, Europa e Africa,
sendo utilizados pelo seu alto valor nutricional, propriedades medicinais entre outros

beneficios (ZHANG et al., 2014).
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Pleurotus ostreatus, conhecido como Shimeji ou Cogumelo Ostra possui
propriedades antioxidantes, imunomoduladora, anti-inflamatéria e analgésica
proporcionadas pela presenca de B-glucanas (SYNYTSYA et al., 2009) e apresenta
maior concentragao de cistina, metionina e acido aspartico quando comparado com
outros cogumelos. Extratos etandlicos de Pleurotus ostreatus apresentaram um
grande potencial antioxidante inibindo a peroxidagao lipidica, retirando radicais
superoéxidos e hidroxilas, diminuindo a quelagao de ions ferrosos comparado com
outros antioxidantes conhecidos como EDTA, acido ascoérbico e BHT. Além disso,
em sua composig¢ao contém acido ascoérbico, a-tocoferol, B-caroteno e compostos
flavondides, sendo estas substancias antioxidantes conhecidas (JAYAKUMAR et al.,
2009). Seu corpo de frutificagdo possui lectinas com alta atividade antitumoral visto
que seu efeito resultou na diminuicdo de sarcomas e hepatomas em ratos apés a
administragcao intraperitoneal da substancia (WANG et al.,, 2000). Também
apresenta atividade anti-inflamatéria, pois inibe a produgcdo de TNF-a
(GUNAWARDENA et al., 2014). A dieta com alto consumo de Shimeji € benéfica por
diversos fatores, entre eles a prevengao da acumulagdo de colesterol no sangue e
figado e da producgao de lipideos enddégenos, gragas ao alto valor nutritivo contendo
fibras, esterdis, proteinas e poucos carboidratos (BOBEK et al., 1994).

Pleurotus eryngii, conhecido como Cogumelo Rei também possui substancias
com atividades terapéuticas importantes. Estudos indicaram que uma dieta
balanceada com o cogumelo ajudou na reducao de peso de ratos, além de melhorar
o perfil lipidico de animais com hipercolesterolemia, fato justificado a presenga de
mevilonina, um composto hipocolesterolémico que pode estar envolvido na
diminuicdo de HMG-CoA redutase, enzima responsavel pela formagao do colesterol

(ALAM et al.,, 2011). Apresenta polissacarideos capazes de diminuir células
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cancerigenas gragas a sua atividade antitumoral (MA et al.,, 2014; YANG et al.,,
2013), e assim como a maioria dos cogumelos, P. eryngii também se destaca por
sua atividade antioxidante (ZHANG et al., 2014).

Outra espécie desse género é o Pleurotus ostreatoroseus, cogumelo utilizado
na alimentacdo e conhecido pela sua coloragao rosa, cujas pesquisas sao muito
recentes e ainda ndo ha muitos dados elucidados na literatura cientifica sobre sua
composi¢cao quimica e bioatividade, porém, sabe-se que o extrato etandlico deste
cogumelo apresenta propriedades antioxidantes, diminuicdo da atividade de DPPH,
inibicdo do branqueamento de [B-caroteno, inibicdo da peroxidacdo de lipideos,
atividade antiinflamatéria e antimicrobiana frente a cepas bacterianas. (CORREA et
al., 2015).

O conhecimento dos constituintes quimicos dos cogumelos e seu potencial
biolégico sao importantes nos estudos com expectativas de desenvolver novos
farmacos ou mesmo na sua utilizagdo como coadjuvantes nos tratamentos de
infeccdes. A determinacao da atividade antimicrobiana in vitro € uma etapa essencial
na determinagédo do potencial biolégico de produtos naturais. Diversas metodologias
podem ser utilizadas para a determinagcao da atividade antimicrobiana in vitro de
produtos naturais, sendo aplicado em estudos de triagens de novas substancias
ativas. Dentre estes, o método de diluicdo em microplacas ou também conhecido
como microdiluicdo, desenvolvido por Eloff em 1998, é por sua vez o que ha de mais
viavel na triagem de novos farmacos antimicrobianos com a vantagem de se
trabalhar com pequenas quantidades de compostos, como os extratos vegetais.
Com ela é possivel determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM), sendo esta

denominada como a menor concentracao capaz de inibir o crescimento microbiano
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que representa a concentragdo em que o composto ativo precisa estar para que
desempenhe a agao terapéutica (OSTROSKY et al., 2008; DAS et al., 2010).

Como parte desse estudo e pela crescente importancia de doencas
infecciosas de origem bacteriana principalmente pelo Helicobacter pylori na
microbiologia médica, associada a patogénese de doencgas gastricas, € justificado o
estudo de cogumelos das espécies mais consumidas pelo homem (Pleurotus sp)
como potencial antibacteriano que possa vir a ser utilizado como adjuvante no

controle destes micro-organismos.
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2 OBJETIVO
Determinar a atividade antibacteriana das espécies Pleurotus ostreatus,
Pleurotus eryngii e Pleurotus ostreatoroseus frente a cepas de Staphylococcus

aureus, Escherichia coli e com enfoque no Helicobater pylori.
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3 MATERIAL E METODOS

Obtencao e procedéncia dos cogumelos

Os diferentes tipos de cogumelos foram obtidos em cultivos disponiveis para
a populacdo os quais sdo cultivados, coletados e posteriormente disponibilizados
comercialmente. As espécies Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii e Pleurotus
ostratoroseus foram obtidos no Sitio Recanto da Mata — Sdo Carlos — SP. Assim que

obtidos, os cogumelos foram submetidos aos processos de extragéo.

3.1.1 Preparo dos extratos vegetais

Para obtencao dos extratos, foram utilizadas trés metodologias de extragao:
infusdo, ultrassom e maceragao, nos dois primeiros métodos, o solvente utilizado foi
a agua, enquanto que no ultimo foi etanol 70%. A Figura 1 apresenta um esquema
representativo das metodologias de preparagao dos extratos

Ap0ds o processo de extracao, os extratos foram rotaevaporados e liofilizados.



Figura 1.
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3.1.1.1 Extracao por infusao

Os cogumelos foram triturados em um mixer e pesou-se 100 g em um béquer
para realizar a infusdo. Adicionou-se 500 mL de agua fervente procedendo-se em
repouso por 15 minutos. Apds este periodo, realizou-se a filtragdo a vacuo obtendo-

se assim o filtrado. Esta etapa foi procedida com a reextragdo das amostras por mais
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duas vezes, desta vez com 250 mL de agua fervente. Todos os filtrados foram
agrupados totalizando um volume final de 1L.

O filtrado foi submetido ao processo de rotaevaporagdo - que consiste na
diminuicdo do solvente para concentrar a amostra — reduzindo o volume para 500
mL. O volume foi transferido para um baldo que foi congelado e liofilizado para
retirar o maximo de umidade da amostra, obtendo entdo o extrato de cada um dos

cogumelos.

3.1.1.2 Extragao por ultrassom

Em um béquer pesou-se 100 g dos cogumelos previamente triturados para
realizar a extracdo através de banho ultrassénico, processo que utiliza energia de
ondas sonoras que criam vibragao para realizar a extracao;

Em seguida, adicionou-se 500 mL de agua a 40°C e o recipiente foi levado
para o ultrassom termostatizado também a 40°C por 20 minutos. Ao final desse
tempo, realizou-se filtragdo a vacuo do conteudo no béquer, separou-se o filtrado e
novamente ocorreu a reextragcado com 250 mL de agua (40°C) por mais duas vezes.
Os filtrados foram agrupados totalizando 1L.

O filtrado foi levado para o rotaevaporador e o volume reduzido a 500 mL. Foi
transferido para um baldao que foi congelado e liofilizado, obtendo entdo o extrato de

cada um dos cogumelos.

3.1.1.3 Extragao por maceragao

A amostra de 100 g dos cogumelos triturados foi congelada em um béquer e
posteriormente liofilizada. Apds isso, foi adicionado 60 mL de etanol 70% até
completa absorgao do solvente pela amostra. Depois de entumecida, acrescentou-

se mais 150 mL de etanol e realizou-se a maceragao por 24 horas, durante esse
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periodo, ocorreram trés agitagdes de um minuto cada, para otimizar o processo. A
amostra entao foi filtrada e submetida a duas reextracbes com mais 150 mL de
solvente cada. O volume final foi transferido para um baldo na qual foi submetido ao
processo de rotaevaporagao para concentrar a amostra e retirar o solvente organico,

e posteriormente, liofilizagao.

3.2 Avaliagao da atividade antibacteriana

3.2.1 Preparacgao das solugdes dos extrativos vegetais

Todos os extratos foram diluidos na concentracdo de 2000 pg/mL diferindo
apenas no solvente utilizado. Os extratos de P. eryngii, P. ostreatus e P.
ostreatoroseus obtidos por ultrassom, infusdo e maceragao foram solubilizados em
20% de dimetilsulféxido (DMSO), sendo este um solvente polar. A escolha na
utilizacdo do solvente se baseou naquele que melhor solubilizou o extrato. Todos
foram submetidos a banho ultrassénico para solubilizagdo ndo excedendo o tempo
de 30 minutos. Depois de solubilizados, os extratos foram submetidos a filtragao por
membrana (0.22 uM) para retirar quaisquer contaminantes existentes. As solucdes
dos extratos foram mantidas a temperatura de -20 °C como solugao-estoque até o

inicio dos experimentos.

3.2.1.1 Espectro de absorgao

Os extratos vegetais adequadamente dissolvidos foram submetidos a leitura
em espectrofotdmetro (absorvancia - Abs) num intervalo de leitura de 400 a 700 nm,
para a determinagdo do comprimento de onda de absorcdo dos mesmos.

A partir dessas analises, foi possivel avaliar o comprimento de onda maximo

de absorgédo dos extratos vegetais e verificar a possivel interferéncia da coloragao
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nas leituras de absorbéancia para determinar o comprimento de onda na

determinacao das CIM dos extratos.

3.2.2 Padronizagao das suspensodes bacterianas

As suspensbdes bacterianas de Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram padronizadas a partir de uma cultura de
24 horas, em Caldo Mueller Hinton (CMH) até atingir turvagdo igual a suspensao do
tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). Em seguida
foi verificada a leitura espectrofotométrica a 620 nm para confirmacido da
concentracdo de micro-organismos. Posteriormente, foi realizada uma diluigdo 1:10
em CMH, obtendo-se uma suspenséo de 1,5 x 10’ UFC/mL, a qual foi utilizada nos
ensaios.

No caso do Helicobacter pylori, a padronizacdo ocorreu a partir de uma
cultura de 72 horas em Agar sangue, padronizada em escala 2 de MacFarland
(aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL), preparada em Caldo Mueller Hinton
acrescido de soro fetal bovino (SFB) na proporgao de 1:1. A suspensao foi analisada
por espectrofotometria a 570 nm para verificar a concentragado de bactéria no meio.
Apos isso confirmacgao, foi realizado uma diluicdo 1:10 em CMH + SFB também na
propor¢do de 1:1, obtendo-se uma suspensdo de 1,0 x 107 UFC/mL, a qual foi

utilizada nos ensaios.

3.2.3 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios)
de acordo com a metodologia descrita segundo a norma M7-A6 do Manual Clinical

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006a) para as bactérias aerdbicas (E. coli
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e S. aureus) e adaptado para as fastidiosas (H. pylori) seguindo suplemento M100-
S16 do CLSI (2006b).

Os orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 80 uL de
CMH para E. coli, S. aureus, e 80 yL de CMH acrescido de 50% de SFB para H.
pylori. Em seguida foram acrescentados 100 yL das solugdes dos extratos vegetais
e realizada a diluigdo seriada de 1000 a 7,8 ug/mL. Adicionalmente foram
distribuidos 20 pL das suspensdes dos micro-organismos em cada orificio das
microplacas. Como controles positivos foram utilizados a amoxicilina (100 pg/mL)
para H. pylori e a ampicilina (50 yg/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 (solventes). A Figura 2

apresenta a disposi¢gao das microplacas utilizadas no estudo.

Figura 2. Disposi¢céo da microplaca
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Fonte: Autora
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As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas nos testes
com S. aureus e E. coli. Nos realizados com o H. pylori as microplacas foram
incubadas a 37°C em estufa com 10% de CO:2 por 72 horas. Estes ensaios foram

realizados em triplicata.

3.2.4 Leitura com revelador

ApoOs o periodo de incubacdo foram realizadas leituras com o revelador
resazurina (100 pg/mL) indicativo de reagdo de oxirredugdo, do qual 30 yL foram
adicionados em cada orificio das microplacas. No decorrer de 2 horas a presenca de
cor azul representa auséncia de crescimento bacteriano e de cor rosa, presenca de
crescimento bacteriano (BONIFACIO et al., 2014).

A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ona10-6xido) €& considerada o
indicador utilizado em condicdes de reducdo em meios de cultura. O mecanismo
baseia-se na reducdo da resazurina (cor purpura) em resorufina (cor résea) (Figura
3). A resazurina tem uma correlagdo direta com a quantidade/proliferacdo de
organismos vivos, que incluem células bacterianas e até células de mamiferos
(BONIFACIO et al., 2014). A Figura 3 esquematiza a redugdo da resazurina

(purpura) em resorufina (résea).

Figura 3. Reacgao de reducdo da resazurina
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Fonte: BONIFACIO, 2014.

A Figura 4 apresenta um ensaio de microdiluigdo desenvolvido utilizando o

revelador resazurina.
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Figura 4. Ensaio de microdiluicao revelado com resazurina (100 ug/mL)
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3.2.5 Leitura Espectrofotométrica

As microplacas foram avaliadas em espectrofotometro a 595 nm (leitor de
microplacas) a partir dos quais foram confeccionados os graficos expressando a
porcentagem de viabilidade dos micro-organismos. A Equagdo 1 representa o

calculo de inibicdo empregado.

Equacgao 1.

% Inibigao do crescimento microbiano = [1- (Ac/Ao)] x 100

Onde: Ac representa a média das absorbancias por concentragdo de
substancia testada e ja subtraida do valor da absorbancia obtida para cada
concentragcdo de substédncia sem a adicdo do inoculo e A0 a meédia das
absorbancias do controle de crescimento microbiano (sem a substancia testada)
(GUDINA et al., 2010). O resultado final representa a porcentagem de células

microbianas que a substancia testada foi capaz de inibir.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencao dos extratos vegetais

Foram obtidos os extratos de P.ostreatus, P. eryngii e P. ostreatoroseus
através dos métodos de infusdo, ultrassom e maceragao.
As Figuras 5, 6 e 7 apresentam os cogumelos in natura e seus respectivos

extratos.

Figura 5. Aspectos morfolégicos e dos extratos de P. eryngii

Fonte: Autora

A= P. eryngii in natura; B= extrato obtido por infusdo; C= extrato obtido por ultrassom; D= extrato
obtido por maceracéo.
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Figura 6. Aspectos morfolégicos e dos extratos de P. ostreatus

Fonte: Autora
E= P. ostreatus in natura; F= extrato obtido por infusdo; G= extrato obtido por ultrassom;
H= extrato obtido por maceragéo.

Figura 7. Aspectos morfolégicos e dos extratos de P. ostreatoroseus

Fonte: Autora
I= P. ostreatoroseus in natura; J= extrato obtido por infusdo; K= extrato obtido por ultrassom;
L= extrato obtido por maceragao.
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4.1.1 Extratos obtidos por infusao

A Tabela 1 apresenta as consideracgdes relacionadas com a preparagao dos
extratos pelo método de infusdo. As massas obtidas mostraram-se estaveis e com
quantidade suficiente para realizagdo das analises bioldgicas.

Tabela 1. Resultados da extragdo dos cogumelos por infusdo

Amostras Peso inicial Extrato liofilizado Rendimento
P.ostreatus 100g 4,49479g 4,5%
P. eryngii 1009 3,6201g 3,6%
P. ostreatoroseus 1009 1,17679g 1,2%

4.1.2 Extratos obtidos por ultrassom

A Tabela 2 apresenta as consideracdes relacionadas com a preparagao dos
extratos pelo método de ultrassom. As massas obtidas mostraram-se estaveis e com
quantidade suficiente para realizagdo das analises bioldgicas.

Tabela 2. Resultados da extragdo dos cogumelos por infusdo

Amostras Peso inicial Extrato liofilizado Rendimento
P.ostreatus 1009 6,4895g 6,5%
P. eryngii 100g 3,12549g 3,1%
P. ostreatoroseus 100g 2,9905¢g 3%

4.1.3 Extratos obtidos por maceragao

A Tabela 3 apresenta as consideragdes relacionadas com a preparagao dos
extratos pelo método de maceracdo. As massas obtidas também se apresentaram

estaveis e com quantidade suficiente para realizacdo das analises bioldgicas.
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Tabela 3. Resultados da extragdo dos cogumelos por maceragao

Amostras Peso inicial Extrato liofilizado Rendimento
P.ostreatus 1009 3,7783g 3,8%
P. eryngii 1009 2,7801g 2,8%
P. ostreatoroseus 100g 1,98569g 1,9%

Em relagdo a massa dos extratos obtidos observou-se que a metodologia de
extragao por ultrassom resultou em maior quantidade final de amostra em relagdo ao
método de infusdo e maceragao, o que sugere que este € um método mais eficaz e

vantajoso para a obtengéo dos extratos, relacionado a obtengdo de massa.

4.2 Determinacao da atividade antibacteriana

4.2.1 Atividade antibacteriana de Pleurotus eryngii

A Tabela 4 apresenta os resultados encontrados através dos testes de
microdiluicdo realizados utilizando os extratos de P. eryngii. De acordo com os
dados obtidos com o revelador resazurina pode-se observar que os extratos de

Pleurotus eryngii n&do possuem atividade contra nenhuma das cepas testadas.

Tabela 4. Resultados da determinacédo da CIM de P. eryngii.

Bactérias Extratos Controle Positivo Solvente
Infusao Ultrassom Maceragao Ampicilina Amoxicilina DMSO
E. coli >1000 > 1000 > 1000 156 10%
S.aureus >1000 >1000 > 1000 0,39 10%

H. pylori >1000 > 1000 >1000 - 31,2 10%

*valores em ug/mL; (-) sem inibigdo
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Ja com a leitura espectrofotométrica foram confeccionados graficos com as
porcentagens de inibicao encontradas. As Figuras 8, 9 e 10 apresentam os graficos

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

Figura 8. Porcentagem de inibicdo do crescimento referente aos extratos de P.

eryngii frente a E. coli
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Concentracao dos extratos

Através do grafico pode-se concluir que os extratos provenientes dos métodos
de infusdo e maceracéao inibiram aproximadamente 70% do crescimento de E. coli
na concentracado de 500 ug/mL, ja o extrato obtido por ultrassom, apresentou apenas
15% de inibicdo na mesma concentragao. O solvente utilizado para solubilizagao dos
extratos (DMSO) apresentou 100% de inibigdo do crescimento bacteriano na

concentracao de 1000 ug/mL, o que explica o alto valor de inibicado encontrado nos

extratos nessa mesma concentracao.
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Figura 9. Porcentagem de inibicdo do crescimento referente aos extratos de P.

eryngii frente a S. aureus
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De acordo com os dados apresentados no grafico pode-se concluir que
nenhum dos extratos de P. eryngii conseguiu inibir a cepa de S. aureus. Pode-se
notar que o solvente utilizado para a solubilizagdo dos extratos, neste caso, nao

promoveu interferéncia na atividade antimicrobiana, pois mesmo na maior

concentragédo, nenhum dos extratos conseguiu inibir o crescimento bacteriano.



38

Figura 10. Porcentagem de inibicdo do crescimento referente aos extratos de P.

eryngii frente a H. pylori.
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Concentragao dos extratos

Observando o grafico, pode-se concluir que os extratos provenientes da
maceragao e infusdo inibiram 80% do crescimento de H. pylori, enquanto que o
método de ultrassom inibiu 60%, ambos na concentracdo de 500 ug/mL.
Novamente, conclui-se que o solvente utilizado para solubilizacdo dos extratos
influenciou na inibigdo bacteriana na concentragdo de 1000 ug/mL, onde quase

todos foram capazes de inibir 100% do crescimento.

4.2.2 Atividade antibacteriana de Pleurotus ostreatus

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos através do revelador resazurina.
Pode-se observar que os extratos de Pleurotus ostreatus ndao possuem atividade

antimicrobiana desejavel contra nenhuma das cepas testadas.
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Tabela 5. Resultados da determinacao da CIM de P. ostreatus.

Bactérias Extratos Controle Positivo Solvente
Infusao Ultrassom Maceragdao Ampicilina Amoxicilina DMSO
E. coli > 1000 > 1000 > 1000 156 10%
S. aureus > 1000 > 1000 > 1000 0,39 10%

H. pylori >1000 > 1000 > 1000 ) 31,2 10%

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

As Figuras 11, 12 e 13 apresentam os graficos com as porcentagens de

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

Figura 11. Porcentagem de inibicdo do crescimento referente aos extratos de P.

ostreatus frente a E. coli
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Através do grafico pode-se concluir que os extratos provenientes dos métodos
de infusdo e maceracao inibiram o crescimento bacteriano em 35%, enquanto que o
de ultrassom inibiu 20% na concentragdo de 500 ug/mL. Ao analisar a maior
concentracdo (1000 ug/mL) conclui-se que infusdo e ultrassom obtiveram os

melhores resultados, apresentando 80% de inibicdo do crescimento, enquanto que
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por maceragao inibiu 60%, entretanto, esse resultado foi influenciado pela presenca

do solvente DMSO, que inibiu 90% do crescimento bacteriano na concentracdo de

10%.

Figura 12. Porcentagem de inibigdo do crescimento referente aos extratos de P.

ostreatus frente a S. aureus
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O gréafico acima indica que a maior inibicdo foi do extrato proveniente do
método de ultrassom, apresentando 20% de inibi¢do na concentragao de 500 ug/mL.
Os valores de inibigdo da concentracdo de 1000 ug/mL s&o oriundos da
concentracdo de 10% de DMSO utilizado para solubilizar as amostras.
Diferentemente dos resultados de E. coli os extratos obtidos por maceracédo e

ultrasson foram mais eficientes na atividade antibacteriana.
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Figura 13. Porcentagem de inibicdo do crescimento referente aos extratos de P.

ostreatus frente a H. pylori.
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Com os dados apresentados no grafico podemos concluir que o extrato obtido
pelo método de maceracéo inibiu 75% do crescimento da cepa de H. pylori na
concentragcdo de 500 ug/mL, todavia, os extratos que foram obtidos pelos métodos
de infusado e ultrassom inibiram aproximadamente 80%, sobressaindo-se em relagao
ao método anterior. Os valores de inibicdo da concentragao de 1000 ug/mL foram

provenientes da atividade exercida pela concentragao de 10% de DMSO.

4.2.3 Atividade antibacteriana de Pleurotus ostreatoroseus

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos através do revelador resazurina.
Pode-se observar que os extratos de Pleurotus ostreatoroseus nao possuem

atividade antimicrobiana desejavel contra nenhuma das cepas testadas.
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Tabela 6. Resultados da determinacao da CIM de P. ostreatoroseus.

Bactérias Extratos Controle Positivo Solvente
Infusao Ultrassom Maceragdo Ampicilina Amoxicilina DMSO
E. coli > 1000 > 1000 > 1000 156 10%
S. aureus > 1000 > 1000 > 1000 0,39 10%

H. pylori >1000 >1000 > 1000 ) 31,2 10%

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

As Figuras 14, 15 e 16 apresentam os graficos com as porcentagens de

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

Figura 14. Porcentagem de inibicdo do crescimento referente aos extratos de P.

ostreatoroseus frente a E. coli
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Através do grafico pode-se concluir que os extratos provenientes dos métodos
de infusao, ultrassom e maceragao inibiram 15% do crescimento de Escherichia coli
presente no teste na concentragdo de 500 ug/mL. Os valores de inibicao

provenientes da concentragdo de 1000 ug/mL sofreram interferéncia da atividade do

solvente utilizado, DMSO na concentragao de 10%.
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Figura 15. Porcentagem de inibigdo do crescimento referente aos extratos de P.

ostreatoroseus frente a S. aureus
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Observa-se que a maior atividade foi do extrato macerado, que apresentou
15% de inibicdo do crescimento bacteriano na concentracdo de 500 ug/mL,
enquanto que os extratos de infusdo e ultrassom nao apresentaram atividade. Os

valores de inibicdo provenientes da concentragao de 1000 ug/mL sao resultados da

atividade do DMSO, solvente utilizado na solubilizagao.



44

Figura 16. Porcentagem de inibicdo do crescimento referente aos extratos de P.

ostreatoroseus frente a H. pylori
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O grafico acima indica que todos os extratos apresentaram atividade com
cerca de 80% de inibigdo do crescimento da cepa de H. pylori na concentragao de
500 ug/mL, se diferenciando dos outros graficos, pois neste todos os extratos

apresentaram atividade semelhante. Os valores de inibicdo provenientes da

concentracao de 1000 ug/mL sao resultantes da agao do solvente utilizado (DMSO)

na concentragao de 10%.
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5 DISCUSSAO

A utilizagdo de produtos naturais cresce cada dia mais em todas as areas de
comercializagdo, desde alimentagdo, cosméticos até medicamentos, como por
exemplo, os fitoterapicos. No ramo da saude, a realizagdo de pesquisas
relacionadas a produtos naturais tem um importante papel na descoberta de novos
principios ativos capazes de oferecer novas alternativas de tratamento para diversas
doengas, uma vez que diversos medicamentos possuem como principio ativo,
compostos extraidos de produtos naturais (BARREIRO et al., 2009; VIEGO et al.,
2006)

Dentro do contexto da procura por produtos naturais se encontra a utilizagao
de cogumelos. No Brasil, o consumo de cogumelos ndo era muito notavel, entretanto
este cenario esta mudando gracgas a divulgagao do seu valor alto valor nutricional e
propriedades medicinais, podendo prevenir diversas doengas e também pela
diminuicdo dos precgos, tornando o produto mais acessivel (GOMES, 2013), além
disso, na industria de alimentos a procura por ingredientes a partir de fontes naturais
que apresentem componentes bioativos para producao de alimentos funcionais esta
cada vez maior o que também incentivou os estudos com cogumelos e dos seus
componentes quimicos (LI, et al.; 2014).

Nesse estudo foram utilizados trés métodos de extragdo com o objetivo de
extrair diferentes compostos a partir de cada técnica. A infusdo com agua se baseou
no principio de que cogumelos por terem consisténcia mole, facilmente penetrantes
e assim conseguiria facilmente penetrar e retirar possiveis substancias ativas do
fungo (SIMOES et al., 2017). A utilizagéo do ultrassom teve como principal fungédo
utilizar correntes de alta frequéncia para promover fragmentagcdo de estruturas e

membranas afim liberar mais facilmente os compostos presentes (TIWARI, 2015). O



46

etanol utilizado na técnica de maceragao teve como objetivo extrair outros tipos de
compostos, como por exemplo, flavondides e acidos fendlicos livres, ja que esse
solvente possui polaridade maior do que a agua, (NAIMA, et al., 2015).

Analisando os dados relacionados a extracdo e quantidade de massa, pode-
se observar que o método de ultrassom foi 0 que resultou em maior quantidade de
extrato, possivelmente gragas a utilizacdo do aparelho que facilitou extragcdo dos
compostos, uma vez que causa desgastes nas membranas celulares e
desagregacao das células, resultando no aumento da penetragcdo de solvente na
amostra, aumentando assim a massa extraida (TIWARI, 2015).

Através dos graficos de inibicdo realizados a partir da leitura
espectrofotométrica, € possivel também apontar que os métodos extrativos por
infusdo e maceragao foram mais eficientes na extracdo de compostos ativos do que
o0 método de ultrassom. Apesar do método de ultrassom ser capaz de extrair mais
compostos e possibilitar maior obtengdo de massa, no caso dos extratos de P.
ostreatus e P. eryngii, as técnicas de infusdo e maceracgao foram as que extrairam
maior numero de possiveis compostos polares ativos.

Existem diversos métodos para determinar atividade antimicrobiana de
compostos. Um dos mais utilizados € por microdiluicdo em caldo com auxilio de
microplacas de 96 pocos. BONIFACIO e RAMOS et al. (2015) utilizaram sistemas
lipidicos nanoestruturados como estratégia para melhorar a atividade anti-Candida
albicans dos extratos de Astronium sp. Nos experimentos, a técnica de microdiluicao
foi utilizada, e como resultado, concluiram que os sistemas ajudaram a otimizar a
atividade antifungica dos extratos. Rashed et al. (2014) determinaram a atividade
antibacteriana e antifungica de extratos metandlicos e compostos fendlicos dos

frutos de Diospyros virginiana L. onde 16 cepas foram submetidas ao teste de
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microdiluicdo para determinar a CIM e assim como neste estudo foram realizadas
leituras espectrofotométricas para determinar a porcentagem de inibicdo dos
extratos. Todos os compostos e extratos testados apresentaram atividades
inibitérias frente as cepas testadas, inclusive, alguns compostos fendlicos testados
atingiram valores de CIM menores quando comparados com os controles positivos
com antimicrobianos empregados como controle positivo. Ren et al. (2014)
determinaram a atividade antibacteriana e antioxidante de extratos aquosos de oito
cogumelos empregando dois métodos, difusdo em &agar e microdiluicdo para
determinar a CIM, onde no primeiro a forma de leitura empregada foi analise do
diametro do halo de inibicdo, e no segundo a utilizaggo de um leitor
espectrofotométrico de microplacas para verificar a porcentagem de inibigao.
Concluiu-se que o método de microdiluicdo foi mais efetivo e que os extratos
inibiram maior numero de bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas.
Guendouze-Bouchefa et al. (2015) realizaram estudos sobre as propriedades
medicinais de trés plantas da familia Ericaceae. No ensaio antimicrobiano também
foi empregado a técnica de microdiluicdo onde extratos hexanicos e metandlicos
foram diluidos em DMSO, semelhante ao que foi feito neste trabalho. Os resultados
indicaram que os extratos apresentaram atividade antibacteriana, provavelmente
devido aos polifendis, taninos e flavonoides presentes na amostra das plantas. Jiao-
Yang et al. (2014) buscaram determinar a atividade anti-Staphylococcus aureus de
rizomas da espécie Coptis chinensis também empregando a técnica de
microdiluicdo, e assim como realizado neste estudo, empregaram leituras
espectrofotométricas e com a utilizacdo do revelador resazurina. Através da leitura,
foi observado que os rizomas possuem atividade antibacteriana frente a cepa de S.

aureus.
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Os controles utilizados nos testes foram de grande importancia, uma vez que
através deles conseguiu-se evitar erros na interpretagdo dos resultados. Nesse
estudo, a utilizacdo do controle do solvente foi essencial, pois através desse,
percebeu-se que o solvente utilizado (DMSO) possui atividade e consegue também
inibir o crescimento bacteriano. Assim, a partir deste dado, foi possivel evitar
resultados falso-positivos que levariam a conclusdes erréneas sobre os extratos.

Os padrdes inibitérios desempenhados por todos os extratos empregados
contra todas as cepas testadas mostraram-se insatisfatérios de acordo com a
revelagcdo empregando a resazurina, uma vez que a partir da concentracdo mais alta
analisada observou-se a presenga da coloragdo rosea, indicativo de crescimento
bacteriano. Entretanto, de acordo com as leituras espectrofotométricas, onde a
precisdo € maior, pode-se notar que os extratos promoveram inibicdo do
crescimento em um menor percentual de inibicdo (>90%), o qual explica a
imprecisdo dos resultados obtidos com o revelador. Isso decorre da sensibilidade do
agente revelador resazurina (cor azul), que é reduzida na presenca de células
viaveis formando a resorufina, substancia de coloracdo résea. No entanto, as
nuances de cores entre o0 azul e o réseo podem ocasionar duvidas na determinacao
da CIM (STOPPA et al., 2009), detectada nesse caso somente quando ocorre uma
porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano igual ou maior que 90%
(HORNER et al., 2008; GUDINA et al., 2010). Ja a leitura espectrofotométrica
fornece leituras (de turvagao) que variam de 0 a 100 % de inibicdo de crescimento,
demonstrando, portanto, maior sensibilidade. Adicionalmente, as leituras visuais
realizadas em cada poco das microplacas foram condizentes com o que foi

observado nas absorbancias encontradas no espectrofotometro.
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Estudos apresentados na literatura cientifica evidenciando a atividade
antimicrobiana dos cogumelos empregados neste estudo mostram a capacidade
inibitéria de extrativos contra diferentes micro-organismos, todavia com métodos
diferentes do que foi empregado neste trabalho. A literatura mostra escassez de
trabalhos que investigaram a atividade antimicrobiana de cogumelos empregando a
técnica de microdiluigdo, o que destaca o ineditismo dos resultados aqui reportados.

HEARST et al. (2009), realizaram testes com extratos de P. ostreatos frente a
39 micro-organismos, dentre eles 29 bactérias — incluindo E. coli e S. aureus - e 10
fungos. A atividade antibacteriana foi determinada através da técnica de difusdo em
Agar, na qual foi verificado que P. ostreatus apresentou atividade frente a 3 micro-
organismos, sendo eles Bacillis cereus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillis subtilis.
O resultado diverge do presente estudo, pois além da forma de extracdo ter sido
diferente, ja que os cogumelos foram submetidos a secagem antes da extracao, o
meétodo de difusdo em agar néo é tao sensivel quanto a microdiluigdo, pois na ultima
consegue—se verificar a atividade do extrato em diversas concentragdes, e a leitura
espectrofotométrica fornece resultados mais exatos.

KALYONCU et. al. (2010) determinaram a atividade antibacteriana de 10
espécies de diferentes de cogumelos, entre eles P. ostreatus e P. eryngii. Foram
empregados extratos etandlicos, os quais foram submetidos a testes de difusdo em
Agar. P. ostreatus destacou-se como uma das espeécies que apresentaram maior
atividade contra as bactérias, apresentando diametro de inibicdo contra Sarcina
lutea de 30mm e contra o S. aureus de 24mm. Os controles positivos com
antibidticos apresentaram inibicbes de 28mm e 32mm, respectivamente, o que
indica grande atividade antimicrobiana do cogumelo em fung¢édo do teste realizado.

Em relagdo ao P. eryngii, ndo houve inibicao significativa contra nenhuma das
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bactérias. O estudo apresentou resultado semelhante ao encontrado neste trabalho
referente ao poder antibacteriano do extrato etandlico de S. aureus, ainda que a
metodologia empregada tenha sido diferente, o que pode ter causado divergéncias
no resultado com P. eryngii.

Li et al. (2014) determinaram a atividade antibacteriana de Pleurotus eryngii
através de polissacarideos extraidos com etanol os quais foram posteriormente
sulfonados. As amostras em diversas concentragdes (10 mg/ ml, 5 mg/ml, 2.5 mg/ml,
1.25 mg/ml e 0.625 mg/ml) foram testadas frente a cepas de E. coli, S. aureus e L.
monocytogenes também através do método de difusdo em agar para determinar a
zona de inibicdo. Os polissacarideos sulfatados tiveram maior atividade frente as
cepas de E. coli e S. aureus do que os nao sulfatados, com zonas de inibigdo de
11,7 mm e 31,8mm, respectivamente, concluindo que a sulfonagdo pode ser uma
boa alternativa para aumentar a atividade antibacteriana dos polissacarideos
provenientes de P. eryngii. Também se concluiu que os polissacarideos
apresentaram maior atividade contra S. aureus.

CHOWDHURY et. al. 2015 também realizaram a determinacdo da atividade
antibacteriana de Pleurotus ostreatus com uma técnica de extracdo bem semelhante
a que foi realizada nesse trabalho, deferindo apenas o solvente utilizado, no caso o
metanol. O método empregado para avaliar a atividade antimicrobiana novamente
foi difusdo em 4&gar, entretanto, os extratos foram testados em diversas
concentragbes (0,39 mg/mL até 29 mg/mL) para verificar a CIM. A leitura foi
realizada a partir do halo de inibicdo apresentado, sendo valores acima de 10mm
considerados satisfatorios. Foram empregados oito micro-organismos diferentes,
entre eles E. coli e S. aureus. O extrato de P. ostreatus apresentou atividade

satisfatoria em 6 dos 8 micro-organismos testados, com destaque ao
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Saccharomyces cerevisiea (15mm) e Bacillus subtilis (14mm), E. coli (11mm) e S.
aureus (13,5mm) mas néo tao satisfatorios quando comparados a outros cogumelos,
como Lentinula edodes, que apresentou maiores valores de CIM com todos os
cogumelos testados.

PARIHAR et al. (2015) utilizaram dois extratos de P. ostreatus, utilizando
metanol e agua como solventes, ambos extraidos sob refluxo. Novamente, o ensaio
foi realizado em agar difusdo e a leitura através do didametro de inibigdo, no controle
positivo foi utilizado estreptomicina. O maior halo de inibicdo foi contra
Staphylococcus typhi com 15mm (aquoso) e S. aureus (metanolico) com 17mm.
Além disso, foi concluido que os extratos possuem maior atividade contra gram
positivas. Da mesma forma, ROY et al. (2016) avaliou a atividade antimicrobiana de
P. ostreatus com o método de difusdo, nesse caso utilizando acetato de etila como
solvente. O teste foi realizado contra 3 fungos e 10 bactérias, entre elas E. coli, e 0
controle positivo realizado com canamicina e nistatina. O extrato apresentou
atividade antimicrobiana moderada contra todas as bactérias, entretanto nao
apresentou atividade antifungica.

Existem diversos tipos de métodos para determinar a atividade antibacteriana
de compostos naturais que divergem na metodologia empregada, desde os mais
simples que demandam pouco tempo de trabalho e materiais economicamente
viaveis, até os mais complexos e caros que muitas vezes ndo podem ser realizados
em laboratorios de pesquisa académica. KLANCNIK, et al. (2010) realizaram um
estudo comprando alguns métodos para avaliar atividade antimicrobiana de extratos
de plantas, os métodos estudados foram difusdo em disco, diluicdo com
plagueamento em agar e diluigdo em caldo. Concluiu-se de que os métodos de

difusdo em disco e diluicdo em agar testam a habilidade da bactéria de produzir um
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crescimento visivel quando adicionados as amostras. Os métodos de diluicdo em
caldo e com plaqueamento em agar apresentaram resultados comparaveis,
entretanto, a diluicho em microplacas é mais sensivel que os outros métodos
testados e consequentemente mais apropriado para uma rapida determinagao
quantitativa da atividade antibacteriana dos extratos avaliados (DAS et al., 2010). E
apesar dos resultados de microdiluicao serem semelhantes a de outros métodos que
envolvam diluicdo, seu uso é preferivel, pois € 0 mais rapido, economicamente
viavel e permite o uso de diversas bactérias e extratos no mesmo teste. Além disso,
no caso da difusdao em disco, as zonas de inibicdo podem sofrer efeito de algumas
variantes como por exemplo, volatilizagdo da amostra, tamanho do disco,
quantidade de compostos adicionados no disco, absor¢ao pelo disco, diferentes
composi¢cdes dos meios de cultura empregados, facilidade e/ou dificuldade que
algumas substancias apresentam de se difundirem no disco (SCORZONI et al.,
2007). Alves et. al. (2012) também realizaram comparag¢des entre os métodos de
difusdo em agar e microdiluicdo para avaliar atividade antibacteriana de extratos
vegetais e concluiram de que apesar da difusdo em agar ter apresentado maior
inibicdo das bactérias, a técnica de microdiluicdo em caldo € melhor opgao para
determinar a atividade antimicrobiana. Entdo, a partir desses estudos, pode-se
concluir que os resultados apresentados nos seis trabalhos citados acima foram
diferentes do presente estudo devido a metodologia empregada, ja que apresentam
menor sensibilidade do que a microdiluicdo em caldo.

Apesar de pouco estudado, Pleurotus ostreatoroseus apresentou boa
atividade antibacteriana segundo o estudo desenvolvido por CORREA et al. 2015,
no qual foi empregada a técnica de microdiluigio empregando dois extratos

etandlicos do cogumelo (micélio e corpo de frutificagdo) contra diferentes cepas de
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bactérias e fungos. Os extratos do corpo de frutificagdo foram mais eficientes na
inibicdo das bactérias, apresentando atividade antibacteriana superior a desse
trabalho, frente as cepas de S. aureus e E. coli. Este fato pode estar relacionado
com a diferenca das origens das cepas empregadas assim como a procedéncia e
obtencdo dos extratos empregados. Todavia, o extrato desta espécie foi o mais
promissor na atividade anti-H. pylori desenvolvido neste estudo.

Deve-se salientar que os resultados obtidos neste estudo se referem ao
potencial antimicrobiano de extratos fungicos, que por sua vez relaciona-se
diretamente com a presenga de metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies
fungicas empregadas, os quais sao produzidos com a fungéo de proteg¢ao ou defesa
contra-ataque de micro-organismos e insetos (BONIFACIO et al., 2014). Tais
metabdlitos podem sofrer variagdes quanto as concentragdes nas espécies em
decorréncia de fatores ambientais como temperatura e condi¢gdes hidricas o que
implica diretamente nos resultados encontrados em todas as investigagdes descritas
(SILVA et al., 2010).

Os resultados obtidos neste estudo mostram-se de grande relevancia, uma
vez que a inibicdo do crescimento bacteriano desempenhado pelas espécies de
cogumelos analisadas pode exercer fungéo direta no controle de doengas de origem
bacteriana, com énfase as de origem gastrica, fato justificado ao fato de que ao
serem consumidos podem atuar como agentes terapéuticos e ou profilaticos,
outrossim, estudos futuros podem demonstrar a capacidade sinérgica de agcao de
seus extratos vegetais com os farmacos empregados em pratica clinica, favorecendo
a diminuicdo da dose terapéutica e consequentemente a reducao dos efeitos toxicos

e/ou cumulativos.
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O consumo alimenticio de cogumelos das espécies utilizadas neste estudo
pode ser considerado como um possivel adjuvante no combate a infecgbes

bacterianas por E. coli, S. aureus e H. pylori.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir-se que:

v' Os métodos extrativos, infusdo e maceragdo, foram os mais eficazes na
obtencdo de extratos vegetais com componentes com propriedade

antimicrobiana.

v' Os extratos de Pleurotus ostreatos, Pleurotus eryngii e Pleurotus
ostreatoroseus obtidos por infusdo e maceragao apresentam atividade
moderada contra Escherichia coli, ja os obtidos por ultrassom mostraram-se

menos ativos.

v' Os extratos de Pleurotus ostreatos, Pleurotus eryngii e Pleurotus
ostreatoroseus obtidos por infusdo, maceragao e ultrassom apresentam baixa

ou nenhuma atividade contra Staphylococcus aureus.

v' Os extratos de Pleurotus ostreatos, Pleurotus eryngii e obtidos por infuséo,

maceracao e ultrassom apresentam atividade moderada contra Helicobacter

pylori.

v Os extratos de Pleurotus ostreatoroseus foram os mais ativos contra H. pylori.
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7 CONTEXTUALIZACAO

O estudo sobre a atividade antibacteriana de trés tipos de cogumelos para
realizacéo do Trabalho de Conclusao de Curso foi muito importante, pois abrangeu
varios aspectos anteriormente abordados no curso.

As propriedades nutricionais de produtos naturais como os cogumelos foram
abordadas em muitas aulas, como nutricdo e farmacognosia, trazendo informacgdes
sobre os beneficios causados pelos metabdlitos e outras substancias produzidas por
esses fungos. Ao me aprofundar sobre o assunto pude entender com mais detalhes
como o consumo desses alimentos pode ser rico e benéfico para saude. Além disso,
a oportunidade de poder verificar se o Shimeji, um cogumelo que se tornou tao
popular, possui alguma propriedade antibacteriana foi muito rica, visto que a procura
por medicamentos a base de produtos naturais esta cada vez maior.

As bactérias utilizadas no projeto — Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Helicobacter pylori — foram abordadas nas disciplinas de Microbiologia, Microbiologia
Aplicada, entre outras, onde aprendemos as caracteristicas, patogenicidade e
tratamentos de cada uma. Também foi ensinado que a descoberta de antibidticos e
seu uso desenfreado tanto na populagdo quanto em animais fez com que surgissem
cepas com mutagdes capazes de sobreviver aos medicamentos. Logo, foi observado
o crescimento exponencial de bactérias resistentes a antibioticos, um fato tdo grave
que estd se tornando um grande problema de saude publica. Com isso, a
necessidade para achar alternativas ao tratamento é cada vez maior. Pude observar
esse fato na pratica realizando experimentos com bactérias que muitas vezes
sobreviviam as doses utilizadas de antibidtico para realizar o controle positivo dos

testes.
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A procura de produtos naturais com atividade antimicrobiana, uso irracional
de antibidticos e os beneficios dos cogumelos estdo sendo cada vez mais
abordados, a populacdo também esta ganhando mais conhecimento sobre o
assunto e ter aprofundado meus conhecimentos foi de grande importancia para
poder no futuro orientar a populagdo de maneira correta, visando o bem-estar e a
segurancga do paciente. Além disso, com esse estudo espero ter contribuido com a
analise dos extratos de Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii e Pleurotus

ostreatoroseus, que apresentaram sinais de atividade contra as bactérias testadas.
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