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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade e atividade antibacteriana de fungos do Filo
Basidiomycota de um fragmento de Floresta Amazo6nica. Foram coletados 168 individuos no
Parque Zoobotanico da UFAC, desses, foram identificados 83 individuos, distribuidos em 6
ordens, 11 familias, 30 géneros e 56 espécies. A ordem mais representativa foi Agaricales
(50%), as familias que apresentaram maior quantidade de espécies foram Marasmiacae
(27,7%), Polyporaceae (26,5%), Ganodermataceae (10,8%) e Agariceae (9,6%). AS especies
Cotylidia aurantiaca, Cyclomyces iodinus, Dacryopinax sphatularia, Favolus tenuiculus,
Hymenochaete damicornis, Leucocoprinus cf. fragilissimus, L. cretaceus, Marasmius cf.
niveus, M. haematocephalus, M. griseoradiatus, Schizophyllum commune, Tetrapyrgus
nigripes, Trogia cantharelloides, e Tyromyces cf. polyporoides, foram relatadas como novas
ocorréncias para o estado do Acre. A diversidade foi analisada pelos indices de Shannon-
Wiener (H’), Simpson e Eveness, os resultados foram 4,85, 1,00 (100%) e 0,95 (95%),
respectivamente. Foram preparados 28 extratos etanolicos a partir dos basidiomas e testados
contra as bactérias Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae por meio do teste de difusdo em disco. Dos 28 extratos dos basidiomas,
sete apresentaram atividade antibacteriana, as espécies responsaveis pela atividade foram
identificadas como Gloeporus thelephoroides, Favolus tenuiculus, Marasmius sp. Polyporus
cf. grammocephalus, Pycnoporus sanguineus e dois da ordem Agaricales. A bactéria Gram-
positiva S. aureus foi a mais sensivel aos extratos. Foram obtidos 32 extratos de metabdlitos a
partir dos basidiomicetos isolados e testados contra as mesmas bactérias. Dos 32 extratos de
metabdlitos, 14 apresentaram atividade antibacteriana. A espécie Cymatoderma sp. foi a que
apresentou melhor atividade antibacteriana, dando atividade para trés espécies bacterianas (8.
pneumoniae, S. aureus e K. pneumoniae), seguida da espécie Ganoderma cf. amazonense que
apresentou para duas bactérias (S. aureus e K. pneumoniae). A maior sensibilidade aos extratos
foi apresentada pelas bactérias Gram-negativas, principalmente pelos extratos das espécies
pertencentes a ordem Polyporales. O Parque Zooboténico da UFAC, apresentou alta
diversidade de espécies indicado pelo indice de Shannon, e a atividade antibacteriana dos
extratos foi mais eficiente pelos individuos da ordem Polyporales.

Palavras-chave: Filo Basidiomycota, Amazénia, Polyporales



ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the diversity and antibacterial activity of fungi of the
Phylum Basidiomycota of a fragment of the Amazon rainforest. 168 individuals were collected
in the Parque Zoobotéanico da UFAC, of these, 83 were identified individuals, distributed in 6
orders, 11 families, 30 genera and 56 species. The most representative order was Agaricales
(50%), families who presented a higher number of species were Marasmiacae (27, 7%),
Polyporaceae (26, 5%), Ganodermataceae (10, 8%) and Agariceae (9.6%). The species
Cotylidia aurantiaca, Cyclomyces iodinus, Dacryopinax sphatularia, Favolus tenuiculus,
Hymenochaete damicornis, Leucocoprinus cf. fragilissimus, L. cretaceus, Marasmius cf.
niveus, M. haematocephalus, M. griseoradiatus, Schizophyllum commune, Tetrapyrgus
nigripes, Trogia cantharelloides, and Tyromyces cf. polyporoides, were reported as new
occurrences for the state of Acre. The diversity was analyzed by the Shannon-Wiener index (H
"), Simpson and Eveness, the results were 4.85, 1.00 (100%) and 0.95 (95%), respectively. 28
etanolicos extracts were prepared from basidiomatas and tested against the bacteria
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae using the disk diffusion test. Of extracts from basidioma 28, seven showed
antibacterial activity, the species responsible for the activity were identified as Gloeporus
thelephoroides, Favolus tenuiculus, Marasmius sp, Polyporus cf. grammocephalus,
Pycnoporus sanguineus and two of the order Agaricales. The Gram-positive bacteria S. aureus
was the most sensitive to extracts. 32 metabolites extracts were obtained from Basidiomycetes
isolated and tested against the same bacteria. Of the 32, 14 metabolites extracts showed
antibacterial activity. Cymatoderma sp. species was presented the best antibacterial activity,
giving activity to three bacterial species (S. pneumoniae, S. aureus and K. pneumoniae),
followed by the species Ganoderma cf. amazonense presented to two bacteria (S. aureus and
K. pneumoniae). The greater sensitivity to the extracts was presented by Gram-negative
bacteria, mainly by extracts of the species belonging to order Polyporales. The Parque
Zoobotanico of UFAC, presented high species diversity indicated by the Shannon index, and
the antibacterial activity of extracts was more efficient by individuals in the order Polyporales.

Key-words: Phylum Basidiomycota, Amazon, Polyporales
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil destaca-se por sua grande diversidade fungica, entretanto, hd poucos estudos
relacionados a descri¢do de basidiomicetos encontrados aqui, € menos pesquisas ainda sobre a
producdo de compostos bioativos a partir de basidiomicetos. Diante disso ainda ha um grande
potencial biotecnoldgico a ser explorado (BEKAI, 2010). Segundo Hawksworth (2004), os
progressos na exploracdo geral de fungos sdo limitados em Florestas Tropicais, bem como a
diversidade de Basidiomicetos presente nos ecossistemas brasileiros.

Na literatura podem ser encontrados trabalhos com a diversidade de basidiomicetos nas
regides Norte (SOUZA; AGUIAR, 2004; SILVA; GIBERTONI, 2009; ISHIKAWA et al.,
2012; SOARES et al., 2014), Sul (SILVA etal., 2008; KARSTEDT; STURMER, 2008; PIRES,
2014), Sudeste (LOUVA; GUGLIOTTA, 2007; ABRAHAOQ, 2009), Nordeste (NETO, 2010;
COIMBRA, 2013) e Centro-Oeste (BONONI et al., 2008). O conhecimento da diversidade de
basidiomicetos, especialmente na Amazonia, ainda € escasso, assim como trabalhos realizados
com atividade antimicrobiana.

No entanto, trabalhos com a atividade antimicrobiana de basidiomicetos no Brasil vem
sendo realizados ha décadas (SMANIA et al., 1997; ISHIKAWA et al., 2001; WISBECK, et
al., 2002; SMANIA, 2003; CARVALHO, et al., 2007; GODOY, 2008; BEKAI, 2010; SOUZA,
2009; VANDERLINDE; ONOFRE, 2010; REGIS, et al., 2012; AVIZ, 2013; SOUZA, et al.,
2014).

As bactérias sdo as principais responsaveis pelas infec¢des associadas a satde, sendo
também propensas a resisténcia a diferentes antimicrobianos. A resisténcia dos microrganismos
frente a esses antimicrobianos tem se tornado uma preocupacdo mundial, principalmente

porque muitos desses microrganismos sdo causadores das infeccOes hospitalares
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(THEURETZBACHER, 2013). Umas das medidas para remediar essa situacdo, € o
desenvolvimento de novos antimicrobianos.

Os Recursos Naturais tém sido estudados nos ultimos anos e entre estes, 0S
basidiomicetos podem ser uma alternativa como fonte de novos antibioticos (ALVES et al.,
2012b). Os basidiomicetos sdo fungos macroscopicos pertencentes ao Filo Basidiomycota,
conhecidos popularmente como cogumelos ou orelha-de-pau, podendo variar quanto ao
tamanho, forma e coloracdo, além de englobar espécies comestiveis e venenosas
(GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998).

Basidiomicetos tém sido amplamente utilizados como alimento durante séculos e tém
sido apreciados pela sua textura e sabor, bem como varias propriedades medicinais, no entanto,
0 uso desses organismos como fonte de substancias bioldgicas ativas com valor medicinal sé
surgiram recentemente (SMOLSKAITE et al., 2015). Estudos relataram que os metabolitos
desses fungos podem produzir substancias com atividade antitumoral (CHEN et al., 2010),
antiviral (DUDKA et al., 2015), anti-inflamatdria (CASTRO et al., 2014), antioxidante (REN
etal., 2014), imunomoduladora (ENSHASY; KAUL, 2013) e antimicrobiana (HELENO et al.,
2015), além de produzirem uma variedade de substancias bioativas, incluindo polissacarideos,
acidos graxos, compostos fendlicos, policetideos, terpenos e esterdides (KALYONCU et al.,
2010).

Portanto, os basidiomicetos por serem produtos naturais podem ser uma fonte de novos
antimicrobianos capazes de inibir microrganismos que sdo resistentes aos antibioticos comuns
(OYETAYO, 2009). Visto que a literatura relata poucas pesquisas com esses organismos na
Amazonia brasileira, bem como no estado do Acre, este trabalho tem o propdsito de analisar a
diversidade e potencial antibacteriano de espécies de basidiomicetos de um fragmento da

Floresta Amazonica.
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Este trabalho foi dividido em trés capitulos, cada capitulo representa um objetivo
especifico. O primeiro capitulo abordara sobre as espécies coletadas e identificadas no Parque
Zoobotéanico da UFAC, o segundo sobre a atividade antibacteriana dos extratos dos corpos de
frutificacdo dos basidiomicetos e o terceiro capitulo sobre a atividade antibacteriana dos

extratos de metabdlitos dos basidiomicetos isolados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Reino Fungi

O Reino Fungi compreende um vasto grupo de organismos caraterizados como
heter6trofos com nutricdo por absorcdo, imoveis e constituidos principalmente por longos
filamentos, denominados hifas (TELLES, 2010; BLACKWELL et al., 2012). Estes organismos
sdo amplamente distribuidos na natureza, podendo ser encontrados na agua, no ar atmosfeérico,
no solo, sobre animais e vegetais vivos, na matéria organica em decomposicao, nos produtos
alimenticios e produtos industriais (ANDRADE, 2011). Seu ciclo reprodutivo inclui formas
assexuadas e sexuadas (BONONI; GRANDI, 1998).

No mundo, estdo descritas aproximadamente 99.000 espeécies de fungos (KIRK et al.,
2008), e segundo Pires et al. (2014), dentre as espécies de fungos descritas, cerca de 13.800
existem no Brasil, ou seja, aproximadamente 14% da diversidade mundial.

Os fungos excretam uma variedade de enzimas que permite que esse grupo de
organismos degrade e utilize quase todas as fontes de materiais organicos disponiveis na
natureza, sendo essencialmente importantes para manutengdo do equilibrio ecolégico (LIMA,
2009). Além disso, promovem a manutencdo de ecossistemas, garantindo a ciclagem de
nutrientes, disponilizando-os aos vegetais, além de atuarem na decomposicdo da matéria
organica (MARQUEZ et al., 2008; BARBOSA et al., 2009). O Reino Fungi é constituido pelos
filos Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota (BONONI; GRANDI,

1998).

2.2 Filo Basidiomycota

O Filo Basidiomycota representa um grande grupo de fungos macroscopicos com mais
de 30.000 espécies, a maioria destes organismos sdo terrestres com esporos dispersos pelo
vento, entretanto alguns podem habitar agua doce ou marinha (WEBSTER; WEBER, 2007).

Sdo conhecidos popularmente como cogumelos e orelhas-de-pau, variam quanto a forma,
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tamanho e coloracdo, incluindo espécies comestiveis e venenosas (GUGLIOTTA; CAPELARI,
1998).
As hifas destes fungos modificam-se originando pseudo-tecidos, os quais se diferem em

pileo, estipe, lamelas, anel e volva (Figura 1) (OLIVEIRA, 2014).

chapéu (ou pileo)
cuticula

restos do véu
universal

lamela
laminas

anel (soem
algumas espécies)

ornamentacio do pé pé (ou estipe)

(reticulo)

volva (so em
algumas espécies)

base do pé

Figura 1. Principais estruturas de um Basidiomiceto.
Fonte: Guia do Colector de Cogumelos — para 0s cogumelos silvestres comestiveis com interesse comercial em
Portugal (BAPTISTA-FERREIRA, 2013).

O basidioma ou corpo de frutificagdo é o local onde ocorre a reprodugdo sexuada,
originando os esporos denominados basidiosporos (GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998). Este

grupo de fungos possuem dois tipos basicos de basidiosporos, os balistosporos que séo liberados
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violentamente dos basidios e se encontram numa linha himenial organizada e os estatimosporos,
que sao liberados passivamente (GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998).

Os cogumelos desempenham ha milénios um papel importante em varios aspectos da
atividade humana, principalmente os cogumelos comestiveis, que sdo usados extensivamente
na culindria e fazem parte de dietas de baixa caloria, sendo que 0s principais paises
consumidores fazem parte do Extremo Oriente, como Japédo, China e Coreia (SMITH, 2002;
ALVES, 2012a). A utilizacdo dos cogumelos como alimento funcional tem aumentado nos
ultimos anos e seu consumo mundial vem crescendo em razdo do seu valor nutritivo e da
disponibilidade do mercado, o que torna o produto mais popular e acessivel (DONINI et al.,
2006). Entretanto, no Brasil o cogumelo ainda é considerado uma iguaria, em virtude da falta
de habito do consumidor, ao custo elevado e a pequena disponibilidade do produto no mercado
(LEMOQOS, 2009). De acordo com Rai et al. (2005) de aproximadamente 15.000 espécies de
cogumelos conhecidas, 2.000 séo para 0 consumo humano e cerca de 650 possuem propriedades
medicinais.

Séo considerados boa fonte de proteinas, com teor acima da maioria dos legumes e um
pouco menos que a das carnes e leite. Com base no peso seco a quantidade de proteina pode
variar de 10-40%, teor de carboidratos varia de 3-21%, o de fibras entre 3-35% e o de gorduras
varia de 0,7-9,7% (SMITH, 2002; NOVAES, 2007).

A espécie Agaricus brasiliensis conhecida popularmente como cogumelo-do-sol, nativa
do Brasil e cultivada comercialmente, tem chamado atengdo mundialmente por ser um dos
cogumelos que alcangam maior valor comercial no mercado (WASSER, 2002). Outras espécies
cultivadas para fins alimentares sdo Agaricus bisporus (Champignon ou cogumelo de Paris),
Flammulina velutipes (flamulina), Lentinula edodes (Shiitake), Pleurotus ostreatus (cogumelo

ostra ou caetetuba) e Volvariella volvacea (cogumelo palha), sendo que a producdo mundial
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dessas espécies em 1994 foi de 4,9 milhdes de toneladas (SMANIA, 2003). A partir da segunda
metade do século XX, a producdo de cogumelos teve um consideravel crescimento no mundo

e o valor de producéo foi estimado em 18 bilhdes de ddlares (RAI et al., 2005).

2.3 Compostos bioativos e atividades bioldgicas

Os metabolitos secundarios produzidos por esses organismos apresentam grande
importancia e sdo aplicados na industria alimenticia, na biorremediacéo, e principalmente na
indUstria farmacéutica (WORRALL et al., 1997). Os basidiomicetos possuem uma variedade
de substancias bioativas, incluindo polissacarideos, acidos graxos, compostos fendlicos,
policetideos, terpenos e esterdides (KALYONCU et al., 2010). Compostos que apresentam
diversas atividades bioldgicas, como atividades antitumoral (CHEN et al., 2010), antiviral
(DUDKA et al., 2015; HWANG et al., 2015), anti-inflamatéria (KO et al., 2008; CASTRO et
al., 2014), antioxidante (THETSRIMUANG et al., 2011; REN et al., 2014), imunomoduladora
(ENSHASY; KAUL, 2013), antimicrobiana (KALYONCU et al., 2010; REN et al., 2014;
HELENO et al., 2015), antiparasitaria (ADAMS et al., 2010) e acdo sobre o sistema
cardiovascular (GUILLAMON, 2010).

Varios produtos de cogumelos, vindo principalmente dos polissacarideos em especial de
B-glucanos, foram desenvolvidos para fins clinicos e comerciais, como o Krestin (PSK) e
peptideo de polissacarideo (PSP) de Trametes versicolor MAEHARA et al., 2012; CUI;CHISTI,
2003); Esquizopilana (Sonifilan, Sizofiran ou SPG) de Schizophyllum commune (ZHANG et al.,
2013); Befungina de Inonotus obliquus e D-fracdo de Grifola frondosa (WASSER, 2010); fragéo
de polissacarideo (GLPS) de Ganoderma lucidum (XU et al., 2012).

A maioria das pesquisas encontradas na literatura esta voltada para os cogumelos

comestiveis, visando a obtencdo de compostos bioativos para aplicacdes farmacoldgicas. O
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fungo Ganoderma lucidum, conhecido na China como Ling Zhi e Reishi, é considerado um
nutracéutico, com diversas atividades bioldgicas a partir de seus compostos bioativos. Este é
rico em polissacarideos e triterpenos (BISHOP et al., 2015) com atividades antitumoral
(ZHANG et al., 2010), imunomoduladora (WANG et al., 2007), e anti-HIV (WANG et al.,
2006), além de B-glucanos isolados desta espécie mostraram efeito contra radiagcdo (PILLAI,
DEVI, 2013).

Substancias biologicamente ativas de basidiomicetos com acdo anticancerigena
compreendem principalmente polissacarideos, complexos de polissacarideos-proteina, fibras,
esteroides, terpenos e fendis (IVANOVA, 2014). Diferentes trabalhos mostrando a atividade

bioldgica de basidiomicetos sdo encontrados na literatura (Tabela 1).

Tabela 1. Atividades bioldgicas de espécies de basidiomicetos.

Atividade bioldgica

Espécie

Autor

Anticancerigena

Inonotus obliquos
Lentinula edodes
Ganoderma lucidum
Antrodia camphorata
Grifola frondosa

Park et al. (2005)
Zhang (2007)
Zhang et al. (2010
Yang et al. (2011)
Wasser (2014)

Antioxidante

Lentinula edodes
Morchella elata
Agaricus blazei

Suillus bellinii
Pleurotus tuber-regium
Inonotus hispidus

Kitzberger et al. (2007)
Kalyoncu et al. (2010)
Dbass et al. (2012)
Kalogeropoulos et al. (2013)
Wu et al. (2014)

Smolskaite et al. (2015)

Antiviral

Ganoderma pfeifferi
Agaricus blazei
Ganoderma lucidum
Lentinula edodes

Mothana et al. (2003)
Rosa et al. (2003)
Wang;Ng, (2006)
Matsuhisa et al. (2015)

Anti-inflamatoria

Pleurotus spp.
Agaricus
hortensis
Carpia montagnei

bisporus  var.

Gregori et al. (2007)
Komura et al. (2010)

Castro et al. (2014).

Antiparasitaria

Lentinula edodes
Ganoderma lucidum

Zhou et al. (2009)
Adams et al. (2010)
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2.3.1 Atividade antibacteriana

A prevaléncia de doencas infecciosas continua a ser uma das principais ameacas a satde
humana, embora se tenha diversos antibioticos disponiveis para tratar microrganismos
patogénicos, a resisténcia bacteriana € um crescente problema de satde publica (KALYONCU
et al., 2010). Esta situacao forcou a pesquisa de novas substancias antibioticas eficazes contra
microrganismos patogénicos resistentes aos tratamentos convencionais (ALVES et al., 2012b).
Alguns microrganismos tornaram-se resistentes a quase todos os antibioticos usados na clinica,
podendo ser destacados estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,
Enterococcus sp. resistentes a vancomicina e de Mycobacterium tuberculosis multiresistentes
(BLANCO et al., 2009; MIGLIORI et al., 2009).

De acordo com Taylor (2013), o levantamento mais recente das fontes de drogas,
indicou que os produtos naturais sdo responsaveis por mais de 75% dos 97 antibacterianos
aprovados durante 1981-1996, destacando a importancia continua de produtos naturais como
base de novas terapias para doengas infecciosas bacterianas. Muitos agentes antibacterianos
foram isolados a partir de microfungos, como a penicilina e griseofulvina (REN et al., 2014).
Entretanto, a rica diversidade de macrofungos oferece um grande potencial como fonte de novos
antibidticos (YAMAGC; BILGILI, 2006), podendo destacar os cogumelos como uma alternativa
para a descoberta de novos antibiéticos. Mais de 1.500 metabdlitos fungicos foram estudados
entre os anos de 1993 e 2001 e 57% dos cogumelos ja estudados contém potentes substancias
antibioticas (STADLER; KELLER, 2008).

Em 1920 foi isolado um composto antifingico e antibacteriano, denominado sparassol
a partir da especie Sparassis crispa, e desde entdo, varios compostos antifngicos e
antibacterianos tém sido isolados a partir de diferentes espécies de macrofungos (DEMIR,;

YAMAC, 2008).
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No Brasil um estudo feito por Rosa et al. (2003) utilizou 103 isolados de 84 espécies de
basidiomicetos, tendo sido observado atividade antimicrobiana em apenas 14% dos isolados.
Sendo que a atividade antibacteriana foi mais frequente que a atividade antifingica nas duas
pesquisas. Alguns trabalhos com a atividade antibacteriana de basidiomicetos sdo mostrados na

Tabela 2.

Tabela 2. Atividade antibacteriana produzidas por espécies de basidiomicetos.

Bactéria Basidiomiceto Autor
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus Pycnoporus sanguineus
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus spp.

Smania et al. (1995); (1997)
Vanderlinde; Onofre (2010)

Micrococcus luteus Cerrena unicolor Demir;Yamag, (2008)
Enterococcus faecium,
Bacillus cereus Agaricus spp. Ozturk et al. (2011)

Micrococcus flavus
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis Cordyceps sinensis Ren et al. (2014)
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Tricholoma giganteum Giri et al. (2012)

Volvopluteus gloiocephalus

Clitocybe subconnexa Heleno etal. (2015)

2.4 Bactérias patogénicos

2.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa que coloniza trato gastrointestinal de
seres humanos e animais, onde geralmente € uma comensal inofensiva e benéfica para o
hospedeiro, pois ajuda na producdo de vitaminas e participa da digestdo dos alimentos
(TORTORA et al., 2012; SHASHKOQV et al., 2016).

Diversos clones de E. coli foram adquirindo fatores especificos de viruléncia, que
aumentam a sua capacidade de adaptacéo a nova nichos e permitem causar um amplo espectro

de doencgas, como a diarreia, septicemia e infecgdo do trato urinario (STENUTZ et al., 2006;
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SHASHKOQV et al., 2016). Esta bactéria também é conhecida por produzir um largo espectro
de B-lactamases, que ocasiona resisténcia a antimicrobianos (ALVES et al., 2012a; MARTIN
etal., 2015).

Bactérias que produzem um largo espectro de B-lactamases sdo resistentes a penicilinas,
cefalosporinas e monobactdmicos (FALGENHAUER et al., 2016). Esses genes de resisténcia
sdo muitas vezes localizados em plasmideos e sdo transferidos horizontalmente (HAWKEY;
JONES, 2009). As B-lactamases do tipo CTX-M sdo as mais comuns, em particular a enzima
CTX-M-15 tem uma distribuicdo a nivel mundial e esta frequentemente associada em casos de

isolados de E. coli do tipo ST131 em humanos (NICOLAS-CHANOINE et al., 2014).

2.4.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa comumente envolvida em
infecgBes hospitalares, causando infeccBes no sistema urindrio, pneumonia, bacteremia e
septicemia (LOPES et al., 2016). As bactérias do género Klebsiella séo comumente encontrados
no solo e na agua (TORTORA et al., 2012).

Segundo Paczosa e Mecsas (2016), dois tipos principais de mecanismos de resisténcia
a antibioticos foram observados em K. pneumoniae, um mecanismo envolve a expressao de um
largo espectro de B-lactamases, tornando-as resistentes as cefalosporinas e monobactamicos,
enquanto que o outro mecanismo envolve a expressdo de carbapenemases que as torna

resistente a quase todos os B-lactamicos disponiveis, incluindo os carbapenemos.

2.4.3 Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva que faz parte da microbiota

normal da pele humana e mucosa, sendo a principal causa de infec¢cbes estafilococicas em
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hospitais (FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014). Devido a sua capacidade de causar uma
multiplicidade de infeccBes de pele, respiratorias e doencas transmitidas por alimentos, sendo
considerada uma ameaca séria para a saude humana (GUTIERREZ et al., 2016).

S. aureus produz muitas toxinas que contribuem para a sua patogenicidade, aumentando
sua capacidade de invadir organismos e danificar tecidos e a capacidade de desenvolver
rapidamente resisténcia a antibidticos como a penicilina (TORTORA et al., 2012). S. aureus
resistente a meticilina causa mais de 100 mil infec¢des a cada ano e comegou a se espalhar em

infeccdes adquiridas na comunidade, deixando de ser hospitalar (BRITO; CORDEIRO, 2012).

2.4.4 Streptococcus pneumoniae

A bactéria Streptococcus pneumoniae € Gram-positiva, conhecida como pneumococo,
sendo importante residente comensal da nasofaringe humana (LOVINO et al., 2016). S.
pneumoniae pode se tornar invasivo e espalhar-se a partir do trato respiratorio superior a outros
Orgdos, ocasionando doencas graves tais como pneumonia, meningite e otite média aguda
(KADIOKLU et al.,, 2008; HENRIQUES-NORMARK; TUOMANEN, 2013; ZIELNIK-
JURKIEWICZ; BIELICKA, 2016). Sua viruléncia deve-se, principalmente, a presenca de uma

capsula polissacaridica (TORTORA et al., 2012).

2.5 Resisténcia Microbiana

A resisténcia microbiana refere-se a cepas de microrganismos que sdo capazes de se
multiplicar em presenga de concentragdes de antimicrobianas mais altas que as doses
terapéuticas dadas a humanos (WANNMACHER, 2004). O desenvolvimento de resisténcia
geralmente & consequéncia do mau uso de antibidticos, que exerce pressdo seletiva sobre

microrganismos, combinado com praticas ineficazes de controle de infec¢éo que aceleram a sua
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propagacdo (PAPHITOU, 2013), alem do processo natural de desenvolvimento de resisténcia
microbiana (SANTQOS, 2004).

A resisténcia adquirida pelas bactérias pode ocorrer por meio de dois mecanismos:
mutacdo em um loco do cromossomo ou por transferéncia horizontal de genes, ou seja, por
obtencdo de genes de resisténcia vindos de outros microrganismos, ocorrendo principalmente
através de transferéncia de plasmidios (DZIDIC et al., 2008). Os genes responsaveis pela
resisténcia contidos em plasmidios, normalmente codificam enzimas que inativam 0s
antibidticos ou reduzem a permeabilidade das células, diferente da resisténcia conferida por
muta¢des cromossomais que envolve a modificacdo do alvo (BAPTISTA, 2013).

Por consequéncia disso, ocorrem varios mecanismos de resisténcia frente aos
antimicrobianos, como bactérias que adquirem genes que codificam enzimas que destroem o
agente antibacteriano antes que possa ter um efeito; bactérias que induzem a formacédo de
bombas de efluxo que expulsam o agente antibacteriano da célula antes deste atingir o seu alvo
e exercer o seu efeito; estas podem adquirir diversos genes de uma via metabdlica que produzem
paredes celulares bacterianas alteradas que nd&o contém o local de ligacdo do agente
antimicrobiano ( TENOVER, 2006). Com isso, as bactérias tornam-se as principais
responsaveis pelas infeccGes associadas a salde, sendo frequentemente também propensa a
resisténcia a maultiplas drogas, mesmo fora dos servicos de saude (THEURETZBACHER,
2013).

Um artigo publicado por Rice (2008) reportou alguns dos patégenos nos Estados Unidos
que necessitam de novos farmacos urgentemente, como Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumanii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e espécies
de Enterobacter.

No Brasil, segundo Neves et al. (2011), Pseudomonas aeruginosa € um dos principais

agentes de infeccdo hospitalar, e a importancia clinica da infeccdo causada por P. aeruginosa
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caracteriza-se pela expressdo de maultipla resisténcia a antibacterianos, associada a uma dificil
erradicacdo da doenca, consequentemente com elevados indices de morbidade e mortalidade.
Outro género de bactéria comumente isolado em casos de infec¢do hospitalar, como pneumonia,
infeccdo wurinaria e septicemia é K. pneumoniae, relacionada com altas taxas de
morbimortalidade (MEYER et al., 1993).

Wannmacher (2004) listou algumas medidas que podem contribuir para evitar ou
diminuir a resisténcia microbiana, entre estas, esta o desenvolvimento de novos medicamentos.
Com isso é importante ressaltar que ndo ha novas classes de antibidticos sendo desenvolvidas
para ajudar a eliminar ou diminuir a resisténcia dos microrganismos patégenos causadores de
doencas infecciosas, sendo os trés ultimos antibidticos aprovados pela Food and Drug

Administration (FDA) e inseridos no mercado apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Trés ultimos antibidticos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e
inseridos no mercado.

Antibiético Microrganismo Ano de aprovacao/Autor
Tebipenem pivoxil 2009 (BUTLER; COOPER,
(Tienamicina) Streptomyces cattleya 2011)

Ceftaroline fo_samll Cephalosporum acremonium 2010 (MULLARD, 2011)
(Cefasloporina)
Dactylosporangium

aurantiacum hamdenesis

Fidaxomicina 2011 (WRIGHT, 2012)
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3. OBJETIVO

3.1 Geral

Analisar a riqueza e Atividade antibacteriana de fungos do Filo Basidiomycota de um

fragmento de Floresta Amazonica.

3.2  Especificos

3.2.1 Analisar a riqueza de espécies de basidiomicetos que compdem o Parque
Zoobotanico da Universidade Federal do Acre;

3.2.2 Verificar a atividade antibacteriana de extratos de basidiomas coletados no Parque
Zoobotanico da Universidade Federal do Acre frente as bactérias patogénicas Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae;

3.2.3 Verificar atividade antibacteriana de extratos metabolicos de basidiomicetos
isolados do Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre frente as bactérias
patogénicas Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae.
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Capitulo |

Basidiomicetos do Pargue Zoobotanico da
Universidade Federal do Acre
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Capitulo I - Basidiomicetos do Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre

RESUMO

Obijetivo deste estudo foi analisar a riqueza de fungos de Filo Basidiomycota de um fragmento
florestal Amazoénico. As coletas foram realizadas no Parque Zoobotanico da Universidade
Federal do Acre. Foram analisadas as caracteristicas macroscéopicas e microscépicas das
espécies, e para a identificacdo foram utilizadas literaturas especificas. Para andlise de
diversidade foram usados os Indices de Shannon-Wiener (H’), Simpson ¢ Eveness. Foram
coletados 168 individuos, desse total foram identificados 83 individuos, distribuidos em 6
ordens, 11 familias, 30 géneros e 56 espécies. A ordem mais representativa foi Agaricales
(50%), as familias que apresentaram maior quantidade de espécies foram Marasmiacae
(27,7%), Polyporaceae (26,5%), Ganodermataceae (10,8%) e Agariceae (9,6%). Um total de
14 espécies (Cotylidia aurantiaca, Cyclomyces iodinus, Dacryopinax sphatularia, Favolus
tenuiculus, Hymenochaete damicornis, Leucocoprinus cf. fragilissimus, L. cretaceus,
Marasmius cf. niveus, M. haematocephalus, M. griseoradiatus, Schizophyllum commune,
Tetrapyrgus nigripes, Trogia cantharelloides, e Tyromyces cf. polyporoides) foram
consideradas como novas ocorréncias para o Estado do Acre. Os indices de Shannon (H’),
Simpson e Eveness foram de 4,85, 1,00 (100%) e 0,95 (95%), respectivamente. Esses resultados
indicam que ha uma alta diversidade, baixa dominéncia e alta equitabilidade na amostra
estudada. Este estudo contribuiu para a ampliacdo do conhecimento da diversidade de
Basidiomicetos encontrados na Amazonia Brasileira.

Palavras —chave: Amazonia, Basidiomicetos, Agaricales
ABSTRACT

Aim of this study was to analyze the richness of fungal Phylum Basidiomycota of an
Amazonian forest fragment. The collections were made in the Parque Zoobotanico of
Universidade Federal do Acre. The samples were analyzed the macroscopic and microscopic
characteristics, and for the identification of species specific literatures were used. Diversity
analysis were used the Shannon-Wiener index (H "), Simpson and Eveness. 168 individuals
were collected, of 83 individuals were identified, distributed in 6 orders, 11 families, 30 genera
and 56 species. The most representative order was Agaricales (50%), families who presented a
higher number of species were Marasmiacae (27, 7%), Polyporaceae (26, 5%),
Ganodermataceae (10, 8%) and Agariceae (9.6%). A total of 14 species (Cotylidia aurantiaca,
Cyclomyces iodinus, Dacryopinax sphatularia, Favolus tenuiculus, Hymenochaete damicornis,
Leucocoprinus cf. fragilissimus, L. cretaceus, Marasmius cf. niveus, M. haematocephalus, M.
griseoradiatus, Schizophyllum commune, Tetrapyrgus nigripes, Trogia cantharelloides and
Tyromyces cf. polyporoides) were considered as new records for the State of Acre. The Shannon
index (H "), Simpson and Eveness were 4.85, 1.00 (100%) and 0.95 (95%) respectively. These
results indicate that there is a high diversity, low dominance and high equitability in the sample
studied. Study contributed to the expansion of knowledge of the diversity of Basidiomycetes
for Brazilian Amazonia.

Key-words: Amazonia, Basidiomycetes, Agaricales
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INTRODUCAO

A diversidade mundial de fungos é grande, sendo estimado que este nimero seja em
torno de 1,5 milhdo de espécies, e destes, aproximadamente 99.000 espécies sdo conhecidas,
sendo considerado um nimero ainda muito pequeno (KIRK et al., 2008; ROTHER; SILVEIRA
2008).

Evidéncias sugerem que a diversidade fangica é maior em regides tropicais do que em
regibes temperadas (HAWKSWORTH, 2001). Trazendo para o contexto Amazonico, a
Amazonia Brasileira tem um papel importante na conservacdo da biodiversidade, consistindo
na maior extensdo de floresta tropical Umida, caracterizada por uma alta riqueza de espécies e
altos indices de endemismo (CAPOBIANCO et al., 2001).

Segundo Pires et al. (2014), dentre as espécies de fungos descritas, cerca de 13.800
existem no Brasil, ou seja, aproximadamente 14% da diversidade mundial. Dentro deste grupo
de organismos, o Filo Basidiomycota representa um grande grupo de fungos macroscépicos
com mais de 30.000 espécies (WEBSTER; WEBER, 2007).

A maioria das espécies sdo saprobrias, possuindo relevante importancia nos processos
de reciclagem dos ecossistemas. Os basidiomicetos sao os principais agentes de decomposicéo,
particularmente importantes na degradacdo de lignina e ciclagem de celulose e hemicelulose,
que juntas respondem por quase 70% de todo o material da parede celular das plantas (NETA,
2013).

Os fungos sdo muito estudados por apresentarem caracteristicas ecoldgicas e
biotecnoldgicas, principalmente por sua capacidade de secretar enzimas hidroliticas (celulases,
amilase, protease entre outras) e ligninoliticas (lacase, manganase, peroxidase e lignina
peroxidase), as quais podem apresentar caracteristicas potenciais para aplicacdo em diversos

processos biotecnoldgicos (TUOMELA et al., 2000).
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O conhecimento da diversidade de basidiomicetos em regides tropicais, especialmente
no Brasil, é ainda escasso. Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos com a descricdo de
basidiomicetos nas regides Norte (SOUZA; AGUIAR, 2004; SILVA; GIBERTONI, 2009;
ISHIKAWA et al., 2012; SOARES et al., 2014), Sul (KARSTEDT; STURMER, 2008; SILVA,
et al. 2008; PIRES, 2014), Sudeste (LOUZA; GUGLIOTTA, 2007; ABRAHAO, 2009),
Nordeste (NETO, 2010; COIMBRA, 2013) e Centro-Oeste (BONONI et al., 2008).

O conhecimento das espécies de basidiomicetos da Amazonia Brasileira sdo relatados
por Souza e Aguiar (2004), Gomes-Silva e Gibertoni (2009), Gomes-Silva (2013) e Soares et
al. (2014), sendo considerados poucos quando comparados com os estudos de outras regides
brasileiras. No estado do Acre, estudos sobre a diversidade de basidiomicetos da regido séo
escassos, 0 primeiro estudo de levantamento de fungos macroscépicos foi realizado por Bononi
(1992), no municipio de Rio Branco, seguido por Gomes-Silva (2013) e recentemente outro
estudo apresentou novas ocorréncias de Agaricales para o estado (ZAILO; SILVA, 2016).

Assim o objetivo desse trabalho foi analisar riqueza de espécies do Filo Basidiomycota

em um fragmento de Floresta Amazonica de Rio Branco, Acre.

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

As coletas foram realizadas no Parque Zoobotanico (PZ) (9°57'8"S - 67°52'25"W)
localizado na Universidade Federal do Acre (UFAC). Este remanescente é um fragmento
florestal urbano localizado no municipio de Rio Branco, Acre. O Parque Zoobotanico é uma
area de conservacdo da UFAC onde séo desenvolvidas varias pesquisas. O campus da UFAC
esté localizado no perimetro urbano do municipio Rio Branco (09°57'S - 67°57'W), distante 7
Km do centro da cidade, as margens da BR- 364, sentido Cruzeiro do Sul. A area do campus é

de 292 hectares, dos quais 100 destes constituem o PZ. O PZ é limitado por alguns bairros e
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pelo igarapé Dias Martins, sendo uma area de vegetacdo secundaria que se encontra em varios

estagios de regeneracdo desde 1980 (GUILHERME, 2001).

Coleta e Identificacdo

As coletas foram realizadas semanalmente, no periodo de junho — outubro de 2015 e
janeiro —marco de 2016. Os basidiomicetos foram coletados em trilhas pré-existentes do Parque
Zoobotanico, onde o basidioma dos fungos foi retirado do substrato com auxilio de canivete e
acondicionados em sacos de papel. Todos os exemplares foram fotografados, numerados e
dados de campo, como o substrato, foram registrados no momento da coleta. Os basidiomas
foram levados para o Laboratdrio de Microbiologia da UFAC, onde foi realizada a observacgéo
e analise das caracteristicas macroscépicas. Feitas estas observaces, foi realizada a confeccéo
de exsicatas, sendo o material desidratado em estufa a 45 °C durante 24-48 horas (VARGAS-
ISLA et al., 2014).

As caracteristicas macroscopicas observadas dos individuos da ordem Polyporales
foram cor, forma, consisténcia, posi¢cdo no substrato, tamanho do basidioma e quantidade de
poros por mm (RECK; SILVEIRA, 2008). Dos fungos da ordem Agaricales foram observadas
enquanto frescos, pileo (coloracdo, forma, superficie e margem), estipe (coloracdo, posicao e
superficie) e lamelas (coloracéo e aspecto) (GIMENES, 2010).

Para observacdo das estruturas microscopicas, foram feitos cortes a médo livre nos
basidiomas com lamina de aco, os cortes foram colocados entre ldmina e laminula com
hidréxido de potassio a 3%, floxina 1%; azul de Amann para reacdo cianofilia e o reagente de
Melzer, para se observar a reacdo amiloide ou dextrinoide das hifas, basidiosporos, e outras
microestruturas (LARGENT, 1977; RYVARDEN, 1991; GUGLIOTTA,; CAPELARI, 1998;

GIMENES, 2010).



31

Para identificacdo taxindmica foram utilizadas bibliografias especificas (RYVARDEN;
JOHANSEN, 1980; GILBERTSON; RYVARDEN, 1986; GILBERTSON; RYVARDEN,
1987; RYVARDEN, 1991, 2004, 2010, 2015; NUNEZ; RYVARDEN, 1995; PEGLER, 1983,
1997) e banco de dados Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org) e Mycobank

(http://www.mycobank.org/).

Anélise da Diversidade

Para a analise da diversidade foram utilizados o indice de diversidade de Shannon-
Wiener (H”), calculado por meio da formula H’= -X (pi. In pi) onde pi: é a abundancia relativa
da espécie i na amostra, a diversidade tende a ser mais alta quanto maior o valor do indice. O
indice de Simpson, é um indice de dominancia, calculado pela formula D = 1- X (pi)? onde pi é
frequéncia da espécie i. E o Indice de Eveness que indica a equitabilidade entre as espécies,

calculado pela formula E = H/In S.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados um total de 168 individuos no Parque Zoobotanico da UFAC. Estes
foram classificados nas ordens Agaricales, Polyporales, Hymenochaetales, Auriculariales,
Dacrymycetales e Geastrales (Figura 2).

A ordem Agaricales foi a que apresentou a maior quantidade de individuos
representando 50% do total da amostra, seguida da ordem Polyporales representando 41%. A
ordem Agaricales € o grupo de basidiomicetos mais estudado, sendo distribuidos em 413

géneros, representando mais de 13 mil espécies conhecidas (KIRK et al., 2008).


http://www.mycobank.org/
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Figura 2. Distribuicdo dos Basidiomicetos coletados no Parque Zoobotanico da UFAC por
ordem taxondmica.

Do total da amostra foram identificadas 83 individuos, distribuidas em 11 familias, 30
géneros e 56 espécies (Tabela 4). Entretanto, 85 individuos permaneceram com a identificacdo
somente até nivel de ordem taxondmica.

As familias que apresentaram maior riqueza de espécies foram Marasmiaceae com 23
individuos (27,7%), representados por 6 géneros e 17 espécies; Polyporaceae com 22
individuos (26,5%), representados por 9 géneros e 11 espécies; Ganodermataceae com 9
individuos (10,8%), distribuidos em 2 géneros e 9 espécies; e Agaricaceae com 8 individuos
(9,6%), distribuidos em 4 géneros e 6 espécies.

Um levantamento de Agaricales da Reserva Biol6gica Walter Egler localizada no estado
do Amazonas, teve como resultado 39 espécies identificadas, distribuidas em seis familias
(SOUZA; AGUIAR, 2004). Neste trabalho a ordem Agaricales foi representada por 26
espécies, distribuidas em quatro familias, sendo a familia Agaricaceae comum nos dois
trabalhos.

Estudo mais abrangente realizado na Amazonia, identificou 216 espécies, distribuidas
em 90 géneros, 22 familias e 9 ordens (GOMES-SILVA; GIBERTONI, 2009). Dentre os
basidiomicetos observados no trabalho de Gomes-Silva e Gibertoni (2009) e no presente

trabalho, as ordens Agaricales, Auriculariales, Hymenochaetales e Polyporares, as familias
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Polyporaceae, Hymenochaetaceae e Schizophyllaceae, e 0os géneros Amauroderma, Phellinus,
Trametes, Hymenochaete e Ganoderma também foram encontradas no PZ da UFAC.

Em uma pesquisa com revisdo de Herbarios da Amazo6nia, foram identificadas 33
espécies pertencentes ao Herbario da UFAC, dentre estas, as espécies Ganoderma amazonense,
G. australe, Gloeporus thelephoroides, Polyporus grammocephalus e Pycnoporus sanguineus
coincidem com as espécies encontradas neste estudo (GOMES-SILVA, 2013).

O numero de estudos realizados com a diversidade de fungos na Amazonia Brasileira
sdo reduzidos quando comparados com outras regides. Segundo Forzaa et al. (2010), o nimero
de estudos de diversidade de fungos é maior nas regides nordeste e sudeste, respectivamente,
devido concentrarem grandes grupos de pesquisa. Desta forma, a riqueza de espécies de fungos
€ maior na regiao nordeste, abrigando cerca de 1.749 espécies, enquanto no norte ha registros

de apenas 743 espécies de fungos.

Tabela 4. Distribuicdo de Basidiomicetos identificados por ordem, familia, género e espécie e
novas ocorréncia para o estado do Acre.

Novas Ocorréncias

Espécies para o Estado do Acre

AGARICALES
Agaricacae

Agaricus sp.
Leucoagaricus sp.
Leucocoprinus sp.1
Leucocoprinus sp.2
Leucocoprinus cf. fragilissimus
L. cretaceus (Bull.) Locqg.
Macrolepiota sp.
Marasmiaceae
Gerronema sp.
Gymnopus sp.1
Gymnopus sp.2
Gymnopus sp.3
Marasmiellus sp.1
Marasmiellus sp.2
Marasmiellus sp.3
Marasmius sp.1
Marasmius sp.2
Marasmius sp.3
Marasmius sp.4
Marasmius sp.5
Marasmius cf. niveus Mont. X

X X



Marasmius haematocephalus (Mont.) Fr.
M. griseoradiatus Desjardin & Ovrebo
Tetrapyrgus nigripes (Fr.) E. Horak
Trogia cantharelloides (Mont.) Pat
Psathyrellaceae

Psathyrella sp.

Schizophylaceae

Schizophyllum commune Fr.

X X X X

AURICULARIALES
Auriculariaceae
Auricularia sp.1
Auricularia sp.2
Auricularia sp.3
Auricularia sp.4

DACRYMYCETALES
Dacrymycetaceae
Dacryopinax spathularia (Shwein.) G.W. Martin

GEASTRALES
Geastraceae
Geastrum sp.

HYMENOCHAETALES
Hymenochaetaceae

Cyclomyces iodinus (Mont.) Pat.
Hymenochaete damicornis (Link) Lév.
Phellinus gilvus (Shwein.) Pat.
Rickenellaceae

Cotylidia aurantiaca (Pat.) A. L. Welden

POLYPORALES

Ganodermataceae

Amauroderma sp.1

Amauroderma sp.2

Amauroderma sp.3

Ganoderma sp.1

Ganoderma sp.2

Ganoderma sp.3

Ganoderma sp.4

Ganoderma cf. amazonense

G. australe (Fr.) Pat.

Polyporaceae

Coriolopsis caperata (Berk.) Murril
Cymatoderma sp.

Favolus sp.1

Favolus sp.2

Favolus tenuiculus P. Beauv.

Gloeporus thelephoroides (Hook.) G. Cunn.
Lentinus sp.

Polyporus cf. grammocephalus Berk.
Pycnoporus sanguineus (Fr.) Murr.
Trametes modesta (Kunze ex Fr.) Ryvarden
Tyromyces cf. polyporoides Ryvarden & lturr.

34
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No trabalho de levantamento de fungos macroscépicos realizado no Estado do Acre por
Bononi (1992), foram identificadas 40 espécies, enquanto neste trabalho foram identificadas 56
espéecies. Os géneros em comuns com o trabalho de Bononi (1992) foram Agaricus,
Amauroderma, Coriolopsis, Favolus, Marasmius, Polyporus e Trametes, j& as espécies em
comum foram Phellinus gilvus, Coriolopsis caperata e Trametes modesta. No trabalho mais
recente de levantamento de Agaricales do Acre foram observados os géneros Leucocoprinus,
Macrolepiota e Tetrapyrgos, também observadas neste estudo (ZAILO; SILVA, 2016).

As espécies Leucocoprinus cf. fragilissimus, L. cretaceus, Marasmius cf. niveus, M.
haematocephalus, M. griseoradiatus, Tetrapyrgus nigripes, Trogia cantharelloides, Schizophyllum
commune, Dacryopinax sphatularia, Cotylidia aurantiaca, Favolus tenuiculus, e Tyromyces cf.
polyporoides estdo sendo relatadas pela primeira vez para a regido, sendo assim caracterizadas
como novas ocorréncias para o Estado do Acre (Figura 3).

A espécie Tyromyces cf. polyporoides, possivelmente é uma nova ocorréncia para o
Brasil, tendo sido descrita por Ryvarden e Iturriaga (2003) como uma espécie nova para a
Venezuela. Além disso a espécie coletada no PZ pode ser uma nova espécie, no entanto, ainda
é necessario a analise molecular para a confirmacdo. Com isso, € importante ressaltar que 0s
estudos realizados com a diversidade de fungos na Amaz6nia Brasileira sdo necessarios para
estender o conhecimento para essa regido, possibilitando registros de novas ocorréncias, visto

que ainda existem poucos estudos com esta finalidade.
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Leucocoprinus cf. Leucocoprinus cretaceus Marasmius cf. niveus
fragilissimus

Cotylidia aurantiaca Favolus tenuiculus Tyromyces cf. polyporoides

Figura 3. Novas ocorréncias de espécies de basidiomicetos para o Estado do Acre.
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O valor do Indice de Shannon (H’) foi de 4, 85 estimando uma alta diversidade, pois
quanto maior o valor de H’ maior sera a diversidade da amostra em questdo. Ja o Indice de
Simpson foi de 1,00 (100%), esse valor sugere que existe heterogeneidade, pois ndo ha
dominancia de nenhuma espécie na amostra estudada. Enquanto que o valor do indice de
Eveness foi de 0,95 (95%) que também indica alta riqueza de espécies, sugerindo a existéncia

alta equitabilidade, ou seja, os individuos sdo distribuidos de forma uniforme entre as espécies.

CONCLUSOES

O Parque Zoobotéanico da Universidade Federal do Acre possui alta diversidade de
espécies do Filo Basidiomycota, entretanto, € necessario a continuidade desta pesquisa para
identificar as espécies que permaneceram sem identificacdo, assim como novas pesquisas nessa
area. Desta forma, contribuindo para a ampliacdo do conhecimento acerca das espécies de

macrofungos ocorrentes nesta regiao.
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Capitulo Il - Atividade antibacteriana de extratos de basidiomas de
Basidiomicetos do Parque Zoobotanico da UFAC

RESUMO

Os basidiomicetos apresentam varias propriedades medicinais relacionadas com seus
compostos bioativos. Estudos de atividades biologicas realizados com basidiomicetos
amazonicos, sdo escassos. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a atividade
antibacteriana de extratos etanolicos do corpo de frutificacdo de basidiomicetos amazdnicos.
Os extratos foram preparados a partir do basidioma de 28 basidiomicetos. Para a preparacao
dos extratos do corpo de frutificacdo, foram pesados 1 g de cada amostra, e extraida por
maceracao com etanol por 24 h. A atividade antibacteriana foi testada por meio do teste de
difusdio em disco, contra as bactérias Streptococcus pneumoniae (ATCC 11733),
Staphylococcus aureus (ATCC 12598), Escherichia coli (ATCC 10536) e Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603). Sete extratos apresentaram atividade antibacteriana, as espécies
responsaveis pela atividade foram identificadas como Gloeporus thelephoroides, Favolus
tenuiculus, Marasmius sp. Polyporus cf. grammocephalus, Pycnoporus sanguineus e dois da
ordem Agaricales. A bactéria Gram-positiva S. aureus foi a mais sensivel aos extratos, enquanto
que a Gram-negativa K. pneumoniae foi a mais resistente. Esses dados complementam outros
trabalhos realizados com basidiomicetos e contribuem para espécies ainda nao relatadas para
atividade antibacteriana, como o caso de F. tenuiculus.

Palavras-chave: Basidiomicetos amazoénicos, extrato etandlico, Favolus tenuiculus

ABSTRACT

Basidiomycetes have several medicinal properties related to their bioactive compounds.
Studies of biological activities performed with amazonian basidiomycetes are scarce. Thus, the
objective of this work was to analyze the antibacterial activity of ethanolic extracts from
basidioma of amazonian basidiomycetes. Ethanolic extracts were prepared from the basidioma
of 28 basidiomycetes. For this purpose, 1 g of each specimen were weighed and extracted by
maceration with ethanol for 24 h. The antibacterial activity was tested by the disc diffusion test
against the bacteria Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae. Seven extracts presented antibacterial activity, identified as Gloeporus
thelephoroides, Favolus tenuiculus, Marasmius sp., Polyporus cf. grammocephalus,
Pycnoporus sanguineus and two from Agaricales order. The Gram-positive bacteria S. aureus
was the most sensitive to the extracts, while the Gram-negative K. pneumoniae was the most
resistant. These data complement other works performed with basidiomycetes and bring the
first report of antibacterial activity of F. tenuiculus.

Key-words: Amazonian Basidiomycetes, ethanolic extract, Favolus tenuiculus
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INTRODUCAO

Basidiomicetos sdo fungos macroscopicos que tém sido amplamente utilizados como
alimento durante séculos e sdo apreciados pela sua textura e sabor, bem como varias
propriedades medicinais, no entanto, o uso desses organismos como fonte de substancias
bioldgicas ativas com valor medicinal s6 surgiram recentemente (SMOLSKAITE et al., 2015).
De acordo com Rai et al. (2005), de aproximadamente 15.000 espécies de cogumelos
conhecidas, 2.000 sdo para 0 consumo humano e cerca de 650 possuem propriedades
medicinais.

Apesar do Brasil destacar-se por sua grande diversidade fungica, ha poucos estudos
relacionados a descricdo de basidiomicetos encontrados no pais, e menos pesquisas ainda sobre
a producdo de compostos bioativos a partir de basidiomicetos, por isso ainda ha um grande
potencial biotecnolégico a ser explorado (BEKAI, 2010). Segundo Hawksworth (2004), tem
havido progressos limitados na exploracao geral de fungos em florestas tropicais, bem como a
diversidade do Filo Basidiomycota presente nos ecossistemas brasileiros, que podem ser uma
fonte de diferentes metabdlitos bioativos.

Os estudos demonstram que os metabdlitos de basidiomicetos podem produzir substancias
com atividade antitumoral (CHEN et al., 2010), antiviral (DUDKA et al., 2015), anti-inflamatoria
(CASTRO et al., 2014), antioxidante (REN et al., 2014), imunomoduladora (ENSHASY; KAUL,
2013) e antimicrobiana (HELENO et al., 2015). Trabalhos com a atividade antimicrobiana de
basidiomicetos no Brasil vém sendo realizados ha décadas (SMANIA, et al.,1995; ISHIKAWA, et
al., 2001; WISBECK, et al., 2002; SMANIA, 2003; CARVALHO, et al., 2007; GODQY, 2008;
BEKAI, 2010; SOUZA, 2009; VANDERLINDE; ONOFRE, 2010; REGIS, et al., 2012; AVIZ,
2013; SOUZA, et al., 2014).

Em relagdo aos estudos realizados na Amazoénia brasileira com a atividade

antimicrobiana de basidiomicetos, poucos trabalhos sdo encontrados na literatura, podendo ser
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relatado o realizado por Athayde (2011) onde avaliou a citotoxidade e atividade antimicrobiana
de duas cepas da espécie Pycnoporus sanguineus oriundas da Amazonia, e Oliveira (2014) que
avaliou a atividade antimicrobiana de oito basidiomicetos isolados de Manaus e Boa Vista.

Muitas drogas antimicrobianas em uso clinico foram isoladas e desenvolvidas a partir
de microfungos ou de actinomicetos, tais como penicilina, cefalosporina e griseofulvina,
enguanto que a ocorréncia de substancias antimicrobianas em cogumelos € menos bem
documentada para a descoberta de novos antibidticos com diferentes tipos estruturais
(YAMAG; BILGILI, 2006).

Entretanto, as doencas infecciosas continuam a ser uma das principais ameacas a saude
humana, e apesar de diversos antibioticos disponiveis para tratar microrganismos patogénicos,
a resisténcia bacteriana € um crescente problema de satde publica (KALYONCU et al., 2010).
Esta situacdo forcou a pesquisa de novas substancias antibioticas eficazes contra
microrganismos patogénicos resistentes aos tratamentos convencionais (ALVES et al., 2012b).
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a atividade antibacteriana de extratos

etandlicos do basidioma de basidiomicetos amazonicos.

MATERIAL E METODOS
Coleta e identificacéo

Os basidioma foram coletados no Parque Zoobotanico (PZ) (9°57'8"S - 67°52'25"W)
localizado na Universidade Federal do Acre (UFAC). A coleta, a preservacéo e a herborizagédo
dos basidiomas seguiram as recomendagdes de Gugliotta e Capelari (1998), Gimenes (2010) e
Vargas-Isla et al. (2014).

Para identificacdo dos basidiomicetos foram observadas as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas. Para as espécimes da ordem Polyporales foram observadas as

caracteristicas cor, forma, consisténcia, tamanho do basidioma e quantidade de poros por mm
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(RECK; SILVEIRA, 2008). Para ordem Agaricales foram observadas enquanto frescos, pileo
(coloracdo, forma, superficie e margem), estipe (coloragdo, posicdo e superficie) e lamelas
(coloracéo e aspecto) (GIMENES, 2010).

Para observacdo das estruturas microscopicas, foram feitos cortes a mao livre com
lamina de aco nos basidiomas, os cortes foram colocados entre lamina e laminula com
Hidroxido de potassio a 3%, floxina 1%; azul de Amann para reacao cianofilia e o reagente de
Melzer, para se observar a reacdo amiloide ou dextrinoide das hifas, basidiosporos, e outras
microestruturas (LARGENT, 1977; RYVARDEN, 1991; GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998).
Para identificacdo foram utilizados os trabalhos de Ryvarden e Johansen (1980), Gilbertson e
Ryvarden (1986, 1987), Ryvarden (1991, 2004, 2010, 2015), Nunez e Ryvarden (1995), Pegler
(1983) e banco de dados Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org) e Mycobank

(http://www.mycobank.org/)

Preparacao dos extratos

Foram selecionados os basidiomicetos que pesavam 1 g, sendo assim selecionados 28
morfoespécies de basidiomicetos. Estes foram triturados e submetidos a extracdo por
maceracdo com etanol por 24 h, sendo esta etapa repetida trés vezes (ATHAYDE, 2011). Apds
maceracao, as amostras foram filtradas e secas a 37 °C, calculados os rendimentos dos extratos,

e estes dissolvidos em Dimetilsulféxido (DMSO), na concentragdo de 20 mg mL™.

Bioensaio da atividade antibacteriana
A atividade antimicrobiana foi realizada pelo teste de difuséo em disco, de acordo com

a NCCLS 2003. Foram utilizados como microrganismos teste as bactérias Staphylococcus


http://www.mycobank.org/
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aureus (ATCC 12598), Streptococcus pneumoniae (ATCC 11733), Escherichia coli (ATCC
10536) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603).

Primeiramente foi obtido o indculo bacteriano, onde foram selecionadas de trés a cinco
coldnias bacterianas, bem isoladas, do mesmo tipo morfoldgico de cultura de cada um desses
microrganismos bacterianos em placa de Petri com meio agar Miller-Hinton (MH). Cada
coldnia foi tocada com uma alga e transferida para tubos contendo 4 mL de meio liquido Luria-
Bertani (LB) e incubadas a 37 °C durante 4-6 horas.

Inicialmente, foi padronizada as culturas em caldo LB em crescimento ativo com
solucdo salina esterilizada, de modo a obter uma turbidez optica comparavel a da solucéo
padrdo de 0,5 da escala de McFarland. Por meio de um swab esterilizado introduzido na
suspensdo bacteriana padronizada, os indculos foram semeados em placas de Petri contendo o
meio de cultivo Agar MH, em trés direcdes diferentes.

Para a realizacdo do ensaio, discos de papel esterilizado foram colocados sobre a
superficie do meio Agar Miiller-Hinton com os microrganismos inoculados e sobre estes 20 pL
do extrato fungico. As placas foram incubadas a 37 °C durante 18 horas e posteriormente
realizada a leitura dos halos de inibicdo com auxilio de régua de antibiograma e medido em
milimetros. Os resultados foram registrados considerando-se 0s valores médios das trés

repeticoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos 28 extratos etanolicos obtidos, sete (25%) apresentaram atividade antibacteriana,

apresentando halos que variaram de 9 — 20 mm (Tabela 5).
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A maior atividade foi observada contra as bactérias Gram-positivas, principalmente S.
aureus que se mostrou mais sensivel, visto que quatro extratos inibiram seu crescimento, e a
bactéria Gram-negativa K. pneumoniae apresentou-se a mais resistente, sendo sensivel apenas
a um extrato. Outros trabalhos também relatam atividade antibacteriana de basidiomicetos com
maior frequéncia para Gram-positivas (OZTURK et al., 2011; NOWACKA et al., 2015). As
diferencas nas estruturas da parede celular das bactérias Gram- negativas em relacdo as Gram-
positivas, podem ser uma das razdes para maior resisténcia das Gram-negativas, ja que a parede
celular de bactérias Gram-negativas é mais complexa, e tem um papel de barreira difusional,
proporcionando uma maior resisténcia a substancias antimicrobianas (DUFFY; POWER, 2001,
KLAUS et al., 2015).

A morfoespécie 5.169 (Agaricales) apresentou atividade tanto para bactéria Gram-
positiva, quanto para bactéria Gram-negativa. A ordem Agaricales é representada pelos
cogumelos, conhecidos por apresentarem diversas atividades biologicas (WASSER, 2014).
Corroborando com estes resultados, fungos da ordem Agaricales também apresentaram esta
atividade, os cogumelos Volvopluteus gloiocephalus, Clitocybe subconnexa (HELENO et al.,
2015) e Lactarius deliciosus, Macrolepiota procera (KOSANIC et al., 2016) mostraram
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Marasmius também mostrou atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Duas espécies de Marasmius mostraram atividade contra a bactéria Gram negativa
E. coli (ROSA et al., 2003), com resultados semelhantes observados neste trabalho. Foi isolado
um antibidtico de espécies de Marasmius encontradas em regides tropicais, com atividade
contra bacterias Gram-positivas e Gram-negativas (FABIAN et al., 1999). Além da atividade
antibacteriana, também séo relatadas diversas atividades biologicas para Marasmius, como
atividade antidepressiva (SONG et al., 2016), antioxidante e anti-inflamatoria (VAMANU,;

NITA 2014).
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Tabela 5. NUmero de registro, identificacdo taxonémica e atividade antibacteriana de extratos
etandlicos de basidiomicetos coletados no Parque Zoobotéanico da UFAC.

. A Bactéria
Nlrjég?srt(;ode |T(1§Q£gécrﬁ?§§ Staphylococcus ~ Streptococcus — Escherichia  Klebsiella
aureus pneumoniae coli pneumoniae
5.107 Agaricales
5.132 Agaricales
5.158 Agaricales
5.167 Agaricales +
5.169 Agaricales + +
5.112 Amauroderma sp.
Coriolopsis
5.48 caperata
Coriolopsis
B caperata
Cotylidia
5115 aurantiaca
Cotylidia
5.153 aurantiaca
5.38 Favolus sp.
5.78 Favolus sp.
Favolus
5.89 tenuiculus *
Gloeporus
Stz thelephoroides
Gloeporus
5.4 thelephoroides
Gloeporus
SE thelephoroides ot ot
Hymenochaete
5.102 damicornis
5.54 Lentinus sp.
4.162 Marasmius sp. + +
5.28 Polyporales
5.45 Polyporales
5.50 Polyporales
5.52 Polyporales
5.60 Polyporales
5.113 Polyporales
Polyporus cf.
el grammocephalus *
Pycnoporus
5.56 sanguineus I
51 Trametes
' modesta

+: <10 mm, ++: 10-15 mm, +++: 15-20 mm
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O extrato do basidioma da espécie G. thelephoroides apresentou atividade
antibacteriana contra as duas bactérias gram-positivas testadas, semelhante aos resultados de
Rosa et al. (2003) que tambem observou atividade antibacteriana do extrato do basidioma deste
fungo contra Bacillus cereus, bactéria gram-positiva.

O extrato do basidiomiceto Polyporus cf. grammocephalus foi o Unico que inibiu o
crescimento de K. pneumoniae. Giri et al. (2012) também observou essa especificidade, o
extrato metandlico de Polyporus grammocephalus apresentou atividade contra as bactérias
Gram-negativas E. coli e Pseudomonas aeruginosa.

O género Polyporus tambem foi relatado por apresentar atividade contra a bactéria
Gram-positiva S. aureus (SUAY et al., 2000; DEMIR; YAMAC, 2008), além de atividade
antioxidante (RAI, et al., 2007).

A espécie Pycnoporus sanguineus mostrou o maior halo de inibicdo (20mm) contra S.
pneumoniae. P. sanguineus também apresentou essa atividade em trabalhos anteriores, sendo
este mais eficiente contra bactérias Gram-positivas que Gram-negativas (SMANIA et al., 1997;
SMANIA, 2003; VANDERLINDE; ONOFRE, 2010; ATHAYDE, 2011). Esta espécie produz
0 metabdlito secundario, chamado poliporina, um composto ativo contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e sem toxicidade para animais experimentais (BOSE, 1946), e a
cinabarina, que € conhecido por ter varias atividades bioldgicas incluindo atividade
antimicrobiana (SMANIA, 1995; SMANIA et al., 1997; SMANIA, 2003). P. sanguineus
também é relatado por apresentar atividade antioxidante (AL-FATIMI et a., 2013).

O extrato do basidioma de Favolus tenuiculus inibiu S. aureus, sendo este 0 primeiro
relato sobre a atividade antibacteriana para esta espécie.

As distintas espécies de basidiomicetos possuem diferentes compostos e em diferentes
concentracdes, 0 que pode contar para o diferencial efeito antimicrobiano. Espécies que

possuem um largo espectro de atividade antimicrobiana pode ser atribuido a presenca de
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metabolitos de varios tipos quimicos, como sesquiterpenos, terpenos, esteroides, antraquinonas,
acidos benzoicos, quinolonas, acido oxalico, polissacarideos e proteinas (AKYUZ; KIRGAB,
2009; ALVES et al., 2012a; KOLUNDZIC et al., 2015; TAOFIQ et al., 2016). Entretanto, é
necessario compreender que os extratos sdo misturas de compostos naturais, e a atividade
antimicrobiana pode néo ser resultado de atividade de compostos individuais, mas sim resultado
de suas interacdes, que podem ter diferentes efeitos sobre a atividade do extrato de forma geral

(KOSANIC et al., 2016).

CONCLUSOES

Estudos visando o isolamento e identificacdo dos compostos ativos de extratos mais
promissores divulgados nesta pesquisa, sdo necessarios. Este trabalho é a primeira investigacdo
do potencial antibacteriano de basidiomicetos Amazonicos e pode servir para estimular a

investigagdo desta rica fonte de metabdlitos secundérios bioativos.
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Capitulo 11

Atividade antibacteriana de extratos
metabolitos de basidiomicetos amazbdnicos
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Capitulo 111 - Atividade antibacteriana de extratos metabodlitos de basidiomicetos
amazonicos

RESUMO

Os basidiomicetos sdo conhecidos por apresentarem diversas atividades bioldgicas, devido
produzirem uma variedade substancias bioativas. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi
analisar a atividade antibacteriana de extratos dos metabdlitos de basidiomicetos coletados na
regido Amazonica. Os basidiomicetos foram coletados no Parque Zoobotéanico da UFAC e
isolados em meio de cultivo Batata-dextrose-agar (BDA). Foram obtidas extratos dos
metabolitos das culturas puras, utilizando acetato de etila como solvente. Os extratos foram
testados contra as bactérias Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae utilizando o teste de difusdo em disco. Foram coletados um total
de 168 individuos, destas foram isoladas 32 (19%), sendo assim obtidos 32 extratos de
metabolitos. Dos 32 extratos, 14 apresentaram atividade antibacteriana. A espécie
Cymatoderma sp. foi a que apresentou melhor atividade antibacteriana, dando atividade para
trés espécies bacterianas (S. pneumoniae, S. aureus e K. pneumoniae), seguida da espécie
Ganoderma cf. amazonense que apresentou para duas bactérias (S. aureus e K. pneumoniae).
A maior sensibilidade aos extratos foi apresentada pelas bactérias Gram-negativas,
principalmente pelos extratos das espécies pertencentes a ordem Polyporales, constatando o
potencial antibacteriano para esse grupo de fungos.

Palavras-chave: Atividade biolégica, Amazodnia, Polyporales
ABSTRACT

The Basidiomycetes are known for presenting various biological activities, due to produce a
variety of bioactive compounds. Given this, the objective of this work was to analyze the
antibacterial activity of extracts from Basidiomycetes metabolites collected in the Amazon
region. The Basidiomycetes were collected in the Parque Zoobotanico of UFAC and isolated in
medium Potato-dextrose-agar (BDA). Extracts were obtained of the metabolites of pure
cultures, using ethyl acetate as a solvent. The extracts were tested against the bacteria
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus , Escherichia coli (ATCC 10536) and
Klebsiella pneumoniae using the disk diffusion test. We collected a total of 168 individuals,
these were isolated 32 (19%), thus obtained 32 extracts of metabolites. Of the 32, 14 extracts
showed antibacterial activity. Cymatoderma sp. species was presented the best activity, giving
activity to three bacterial species (S. pneumoniae, S. aureus and K. pneumoniae), followed by
the species Ganoderma cf. amazonense presented to two bacteria (S. aureus and K.
pneumoniae). The greater sensitivity to the extracts was presented by gram-negative bacteria,
primarily by extracts of the species belonging to order Polyporales, noting the antibacterial
potential for this group of fungi.

Keywords: biological activity, Amazon, Polyporales
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INTRODUCAO

Os fungos tem grande relevancia na medicina, pois produzem uma ampla variedade de
substancias bioativas através de seus metabdlitos secundarios, com alto potencial
farmacologico (STADLER; KELLER, 2008). Deste grupo de organismos, destacam-se 0S
basidiomicetos, que sdo fungos macroscopicos conhecidos popularmente como cogumelos ou
orelha-de-pau (GUGLIOTTA; CAPELARI,1998).

Os metabolitos secundarios produzidos por basidiomicetos apresentam grande
importancia e sdo aplicados principalmente na industria farmacéutica (WORRALL et al.,
1997). Esses metabolitos caracterizam-se pela grande diversidade de estrutura quimica e
conferem uma vantagem seletiva ao organismo produtor (STADLER; KELLER, 2008). Vérios
produtos de cogumelos, vindo principalmente de polissacarideos, especialmente dos [-
glucanos, foram desenvolvidos para fins clinicos e comerciais, como o Krestin (PSK) e peptideo
de polissacarideo (PSP) de Trametes versicolor (MAEHARA et al., 2012; CUI;CHISTI, 2003);
Esquizopilana (Sonifilan, Sizofiran ou SPG) de Schizophyllum commune (ZHANG et al.,
2013); Befungina de Inonotus obliquus e D-fracdo de Grifola frondosa (WASSER, 2010);
fracdo de polissacarideo (GLPS) de Ganoderma lucidum (XU et al., 2012).

Muitos agentes antibacterianos foram isolados a partir de microfungos, como a
penicilina e griseofulvina (REN et al., 2014). Entretanto, a rica diversidade de macrofungos
oferece um grande potencial como fonte de novos antibidticos (YAMAC; BILGILI, 2006), e
entre estes, 0s basidiomicetos podem ser uma alternativa para novas descobertas. Estima-se que
existam cerca de 140.000 espécies de cogumelos distribuidas pelo mundo, e destes, 22.000 sdo
conhecidos e apenas 5% foram investigados, além disso, 57% dos cogumelos ja estudados
contém potentes substancias antibioticas (STADLER; KELLER, 2008; ALVES et al., 2012a).

Estudos mostram que os basidiomicetos possuem a capacidade de produzir uma grande

variedade de metabdlitos secundarios com alto valor terapéutico, dentre essa variedade de
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metabolitos, incluem polissacarideos, acidos graxos, compostos fendlicos, policetideos,
terpenos e esteroides (KALYONCU et al., 2010). Sendo que essas substancias bioativas podem
apresentar diferentes atividades bioldgicas benéficas & salde, tais como antioxidante (REN et
al., 2014), antimicrobiana (HELENO et al., 2015), anticancerigena (TSAl et al., 2013), antiviral
(HWANG et al., 2015), anti-inflamatoria (CASTRO et al., 2014), imunomoduladora
(ENSHASY; KAUL, 2013) e antiparasitaria (ADAMS et al., 2010).

Frente a crescente necessidade de novos agentes antimicrobianos, devido doencas
infecciosas continuarem sendo uma das principais ameacas a saude humana e a resisténcia
bacteriana ser um crescente problema de satde publica (KALYONCU et al, 2010), o objetivo
deste trabalho foi analisar a atividade antibacteriana de extratos de metabolitos de

basidiomicetos amazonicos.

MATERIAL E METODOS
Coleta e identificacéo

Foram coletados 168 basidiomicetos no Parque Zoobotanico (PZ) (9°57'8"S -
67°52'25"W) da Universidade Federal do Acre (UFAC).

Para identificacdo dos basidiomicetos foram observadas as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas. Para as espécimes da ordem Polyporales foram observadas as
caracteristicas cor, forma, consisténcia, tamanho do basidioma e quantidade de poros por mm
(RECK; SILVEIRA, 2008). Para ordem Agaricales foram observadas enquanto frescos, pileo
(coloracdo, forma, superficie e margem), estipe (coloracdo, posicdo e superficie) e lamelas
(coloracéo e aspecto) (GIMENES, 2010).

Para observacdo das estruturas microscopicas, foram feitos cortes a mao livre com
lamina de aco nos basidiomas, os cortes foram colocados entre lamina e laminula com

Hidroxido de potéssio a 3%, floxina 1%; azul de Amann para reacao cianofilia e o reagente de
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Melzer, para se observar a reacdo amiloide ou dextrinoide das hifas, basidiosporos, e outras
microestruturas (LARGENT, 1977; RYVARDEN, 1991; GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998).
Para identificacdo foram utilizados os trabalhos de Ryvarden e Johansen (1980),
Gilbertson e Ryvarden (1986, 1987), Ryvarden (1991, 2004, 2010, 2015), Nunez e Ryvarden
(1995), Pegler (1983) e banco de dados Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org) e

Mycobank (http://www.mycobank.org/)

Isolamento dos basidiomicetos

Para o isolamento, foi retirado um fragmento do basidioma e em camera de fluxo
laminar, foi submetido ao processo de desinfeccao superficial pela imersdo por um minuto e
meio em etanol 70%, trés minutos e meio em hipoclorito 2,5%, trinta segundos em etanol 70%,
seguido por duas lavagens em agua destilada estéril. Apds a desinfeccédo, esse fragmento foi
cortado em cinco fragmentos de aproximadamente 5 mm?, e transferidos para placas de Petri
contendo meio Batata-Dextrose-Agar-BDA (infusdo de 200g de batata, 20g de Dextrose, 159
de Agar, 1000 mL de agua destilada) acrescido do antibi6tico cloranfenicol 100 pg mL™, a fim

de evitar o crescimento de bactérias.

Obtencdo dos metabolitos secundarios e preparacdo dos extratos

Para obtencdo dos metabdlitos secundarios, os fungos isolados foram crescidos em placa
de Petri contendo meio de cultura BDA por 14 dias a 28 °C, e posteriormente, dez fragmentos
medindo 5 mm? foram depositados em frascos Erlenmeyer contendo 20 mL de meio Batata-
Dextrose-BD, incubados a 28 °C sem agitacdo por 14 dias. Apos incubacdo, realizou-se a
filtracdo, com a finalidade de separar o micélio do meio liquido contendo os metabdlitos, e 2
mL do filtrado foram extraidos com o solvente acetato de etila por particdo liquido-liquido, a

fase orgénica foi coletada e seca a 37 °C (OLIVEIRA, 2014).


http://www.mycobank.org/
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Para a realizacdo da atividade antimicrobiana, os extratos fangicos foram solubilizados

em 400 pL de Dimetilsulféxido (DMSO).

Bioensaio da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi realizada pelo teste de difusdo em disco, utilizando como
microrganismos testes as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 12598), Streptococcus
pneumoniae (ATCC 11733), Escherichia coli (ATCC 10536), Klebsiella pneumoniae (ATCC
700603).

Primeiramente foi obtido o indculo bacteriano, onde foram selecionadas de trés a cinco
colbnias bacterianas, bem isoladas, do mesmo tipo morfoldgico de cultura de cada um desses
microrganismos bacterianos em placa de Petri com meio &gar Miller-Hinton (MH). Cada
col6nia foi tocada com uma alca e transferida para tubos contendo 4 mL de meio liquido Luria-
Bertani (LB) e incubadas a 37 °C durante 4-6 horas.

Inicialmente, foi padronizada as culturas em caldo LB em crescimento ativo com
solucdo salina esterilizada, de modo a obter uma turbidez dptica comparavel a da solucao
padrdo de 0,5 da escala de McFarland. Por meio de um swab esterilizado introduzido na
suspensdo bacteriana padronizada, os indculos foram semeados em placas de Petri contendo o
meio de cultivo Agar MH, em trés direcOes diferentes.

Para a realizacdo do ensaio, discos de papel esterilizado foram colocados sobre a
superficie do meio Agar Miiller-Hinton com os microrganismos inoculados e sobre estes 20 pL
do extrato fungico. As placas foram incubadas a 37 °C durante 18 horas e posteriormente
realizada a leitura dos halos de inibicdo com auxilio de régua de antibiograma e medido em
milimetros. Os resultados foram registrados considerando-se os valores médios das trés

repeticoes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento de Basidiomicetos

Dos 168 basidiomicetos processados, apenas 32 espécimes foram isoladas,
representando 19% do total. A baixa quantidade de isolados ocorreu principalmente devido a
contaminacdo com outros fungos ambientais. Os principais fungos contaminantes nos
isolamentos de basidiomicetos foram Xylaria sp., com maior frequéncia, e Trichoderma sp.

Fungos do género Xylaria pertencem ao Filo Ascomycota, e sdo organismos saprofitos,
conhecidos principalmente por terem um papel de decomposicdo de madeira morta (OSONO
et al., 2011), sendo isolados também como fungos endofiticos (HAMMERSCHMIDT et al.,
2015; MAHA et al., 2016). Ndo ha relatos na literatura sobre o tipo de interacdo entre Xylaria
sp. e espécies de basidiomicetos, mas que provavelmente pode ser uma relacdo de simbiose,
visto que os dois organismos habitam 0 mesmo ambiente e compartilham substratos, além de
possuirem a mesma funcao de decomposicao na natureza (WEBSTER; WEBER, 2007).

Trichoderma sp. sdo fungos de vida livre altamente interativos em ambientes de solo,
raiz e folhas de plantas, estes fungos também colonizam materiais lenhosos, mas s&o
frequentemente isolados como fungos de solo, além disso, podem parasitar uma gama de outros
fungos, através de enzimas que degradam as células da parede celular, como por exemplo a
exoquitinase extracelular (HARMAN et al., 2004).

Outros trabalhos também relatam a dificuldade para obtencdo de culturas puras de
basidiomiceto. Foram coletados 34 basidiomicetos da Regido Amazonica com potencial
alimentar, destes foram isolados apenas 11% (NASCIMENTO et al., 2011). De 97 individuos
coletadas também na regido Amazonica, foi possivel o isolamento em culturas puras de 19%
(CHAVES et al., 2013). Na Mata Atlantica, foram coletados 260 individuos, onde foi possivel
obter 11% de isolados (NETO, 2010). Outro estudo, coletou um total de 295 individuos, destes

12 foram escolhidos para o isolamento, sendo que 33% foram isolados (ABRAHAO, 2009).
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E importante ressaltar que os estudos apresentados, utilizaram diferentes métodos para
0 processo de desinfeccdo do basidioma. A metodologia utilizada neste trabalho para a
desinfeccdo, foi aperfeicoada baseada nas literaturas pesquisadas. Ainda assim, é necessario
elaborar um protocolo de isolamento para basidiomicetos, a fim de evitar contaminacGes por

outros fungos, para se alcangar maior sucesso no isolamento.

Atividade Antibacteriana

Foram obtidos 32 extratos de metabdlitos fungicos, destes, 14 (43,8%) apresentaram
atividade antibacteriana a pelo menos uma das bactérias analisadas, com médias do halo de
inibicdo que variaram entre 9-11 mm (Tabela 6).

Os basidiomicetos da ordem Polyporales tiveram maior quantidade de espécies com
atividade antibacteriana. A espécie Cymatoderma sp. apresentou atividade contra trés espécies
bacterianas diferentes (S. pneumoniae, S. aureus e K. peneumoniae) e a espécie Ganoderma cf.
amazonense contra duas espécies bacterianas (S. aureus e K. pneumoniae). Trabalhos com a
atividade antibacteriana com espécies do género Cymatoderma ainda ndo foram relatados, mas
com espécies do género Ganoderma, podem ser encontradas algumas pesquisas para diferentes
atividades bioldgicas, incluindo atividade antibacteriana (AMERI et al., 2011).

Extratos em acetato de etila de Ganoderma praelongum e G. resinaceum apresentaram
atividade contra diferentes cepas de S. aureus resistente a meticilina, e as substancias
responsaveis por esta atividade fazem parte do grupo dos sequisterpenos (AMERI et al., 2011).
Vérias espécies de Ganoderma sdo conhecidas por apresentarem atividades bioldgicas,
destacando a espécie G. lucidum, com atividade antitumoral, e antiparasitaria (ADAMS et al.,
2010; ZHANG et al., 2010), sendo os polissacarideos e triterpenos principais responsaveis por

essas atividades (BISHOP et al., 2015).
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As morfoespécies 5.5 (Agaricales), Coriolopsis caperata, Cyclomyces iodinus,
Gloeporus thelephoroides, Phellinus gilvus, Marasmius sp., 5.51 (Polyporales), 5.67
(Polyporales) e Tyromyces cf. polyporoides apresentaram atividade contra apenas uma das
espécies bacterianas testadas. As espécies Coriolopsis caperata, Cyclomyces iodinus,
Cymatoderma sp. e Tyromyces cf. polyporoides, estdo sendo relatadas para atividade
antibacteriana pela primeira vez neste trabalho.

Extratos de metabdlitos de duas espécies de Marasmius sp. foram descritos com resultado
positivo para atividade antibacteriana contra a bactéria Gram-negativa E. coli (ROSA et al., 2003),
semelhante ao observado neste trabalho. A morfoespécie 5.55 (Agaricales) foi capaz de inibir o
crescimento de S. aureus. Carvalho et al. (2007) estudando extratos de metabdlitos de espécies da
ordem Agaricales (Lentinula boryana e L. edodes) também observou atividade contra S. aureus.

No contexto Amazonico, trabalhos com atividade antimicrobiana de diferentes espécies
de basidiomicetos utilizando extratos de metabdlitos sdo reduzidos. Sendo possivel encontrar
apenas uma pesquisa, onde os extratos em acetato de etila dos basidiomicetos Basidiomycete
347, Pleurotus sp., Gloeophyllum sp., Oudemansiella canarii, Earliella scabrosa e Trametes
sp. inibiram o crescimento de E. coli e S. aureus, sendo que a maioria dos basidiomicetos
estudados pertencem a ordem Polyporales (OLIVEIRA, 2014), semelhante aos resultados deste
trabalho, onde a ordem Polyporales apresentou maior atividade.

A maioria dos trabalhos encontrados com selecdo de basidiomicetos para atividade
antibacteriana, mostram maior atividade contra bactérias Gram-positivas (ROSA et al., 2003;
NOWACKA et al., 2015). Entretanto, neste trabalho os extratos dos mtabdlitos apresentaram
maior atividade contra bactérias Gram-negativas. Segundo Kosanic et al. (2016), os provaveis
mecanismos de acdo de antimicrobianos de basidiomicetos sdo a inibicdo da sintese da parede
celular, sintese de proteinas ou sintese de acidos nucleicos. Sendo assim, é necessario dar
continuidade as pesquisas para isolar o metabolito ativo e verificar os mecanismos de a¢do das

substancias isoladas de basidiomicetos com potencial antibacteriano.
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Tabela 6. Numero de registro, identificacdo taxindbmica e atividade antibacteriana de extratos
metabolitos de basidiomicetos coletados no Parque Zoobotéanico da UFAC.

Bactérias/tamanho do halo (mm)

o e o
rel\:gisi?o 'ng(‘;',fgcrﬁ??g Streptococcus ~ Staphylococcus  Klebsiella  Escherichia
pneumoniae aureus pneumoniae coli
55 Agaricales
5.20 Agaricales
5.55 Agaricales ++
5.151 Agaricales
5.165 Agaricales
5.18 Amauroderma sp.
Coriolopsis
5.49 caperata *
Cotylidia
S aurantiaca
Cyclomyces
5.34 iodinus *
Cyclomyces
5.69 iodinus *
571 Cymatoderma sp. + + +
5.38 Favolus sp.
Ganoderma cf.
5.36 amazonense * *
5.143 Geastrum sp.
Gloeporus
5.44 thelephoroides *
Gloeporus
SE thelephoroides *
5.58 Leucocoprinus sp.
5.59 Marasmius sp. +
5.43 Phellinus gilvus +
5.19 Polyporales
5.22 Polyporales
5.27 Polyporales
5.50 Polyporales + +
5.51 Polyporales +
5.67 Polyporales +
5.79 Polyporales
5.156 Polyporales
Pycnoporus
el sanguineus
Schyzophyllum
5.72 commune
Schyzophyllum
200 commune
Trametes
5.33 modesta
590 Tyromyces cf. ++

polyporoides

+=<10 mm, ++ = 10-15 mm.
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As condi¢cbes de cultivos também podem influenciar na producdo de compostos
antibacterianos. Foram estudadas as condicGes de cultivo de duas espécies de Polyporus,
utilizando dois tipos de meio de cultura. Como resultado o meio de cultura extrato de malte
peptonado favoreceu a producdo de substéncias antibacterianas (VIEIRA, 2005). Para a
atividade antibiotica de Antrodia albida, foram utilizados quatro meios diferentes, o meio de
cultura que favoreceu a maior atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foi
0 Melin-Norkrans modificado (BEKAI, 2010). Neste trabalho foi utilizado apenas uma
condicdo de cultivo para o crescimento dos basidiomicetos, o que pode ter influenciado na
producdo de substancias antibacterianas. Portanto, sdo necessarios estudos posteriores para
avaliar as condicdes de cultivos, com o objetivo de otimizar o processo de producdo de
substancias antibacterianas.

A metodologia utilizada para avaliar a atividade antibacteriana neste trabalho também
pode ter relacdo com os resultados obtidos, pois 0 método de difusdo em disco € muito
dependente da capacidade de difusdo das substancias no meio de cultura (REN et al., 2014).
Um dos fatores que esta associado a dificuldade de difusdo das substancias no agar, é o seu
peso molecular (SILVEIRA et al., 2009). As atividades antimicrobianas de basidiomicetos
estdo associadas ndo somente com moléculas de metabodlitos secundarios de baixo peso
molecular, mas também com moléculas de alto peso molecular, como os polissacarideos

(ZJAWIONY, 2004).

CONCLUSOES

As contaminacdes foram as principais causadoras do namero reduzido de isolados. Com
isso, é importante estudos para elaboragéo de protocolos de isolamento para basidiomicetos.
Os extratos metabdlitos de basidiomicetos da ordem Polyporales apresentaram atividade
antibacteriana com maior frequéncia, principalmente contra bactérias Gram-negativas,

indicando potencial antibacteriano deste grupo de fungos.
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A maioria das espécies estudadas ainda ndo tinham sido relatada na literatura com
atividade antibacteriana, como as espécies Coriolopsis caperata, Cyclomyces iodinus,

Cymatoderma sp. e Tyromyces cf. polyporoides, relatadas pela primeira vez neste trabalho.
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3. CONCLUSOES GERAIS

O Parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre apresentou 14 espécies que
ainda ndo tinham sido relatadas para o Estado do Acre, além disso mostrou alta diversidade de
espécies, baixa dominancia e alta equitabilidade entre as espécies, como resultados dos Indices
de Shannon (H’), Simpson e Eveness.

Os extratos etanolicos de basidiomicetos Amazénicos demonstraram atividade
antibacteriana principalmente contra bactérias Gram-positivas. As especies da ordem
Polyporales (Favolus tenuiculus, Gloeporus thelephoroides, Polyporus cf. grammocephalus, e
Pycnoporus sanguineus) foram as que apresentaram maior atividade. Os resultados deste estudo
contribuem para primeira informacdo de atividade antibacteriana da espécie Favolus tenuiculus.

No isolamento as contaminagdes por outros fungos foram as principais causadoras do
numero reduzido de isolados. Os extratos metabdlitos de basidiomicetos da ordem Polyporales
apresentaram atividade antibacteriana com maior frequéncia contra bactérias Gram-negativas.
A maioria das espécies estudadas ainda ndo tinham sido relatada na literatura com atividade
antibacteriana, As espécies Coriolopsis caperata, Cyclomyces iodinus, Cymatoderma sp. e
Tyromyces cf. polyporoides, foram relatadas pela primeira vez para a atividade antibacteriana

neste trabalho.
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