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RESUMO

O uso de cogumelos para fins medicinais € muito antigo, onde o basidiomiceto
Ganoderma lucidum tem posi¢céo de destaque no Japao e na tradicional medicina
chinesa, sendo relatadas atividades antitumorais, antivirais, antibacteriana, dentre
outras. Varias espécies com superficie lacada sdo confundidas com G. lucidum,
entre elas Ganoderma parvulum Murril, uma espécie tropical que pode
representar potencial econdmico, respeitando-se a biodiversidade local. O
presente trabalho objetivou avaliar a atividade antibacteriana, concentracao
inibitéria minima  (CIM) e a atividade citotoxica dos extratos metandlico e em
acetato de etila de G. parvulum, a atividade antibacteriana e a CIM do dleo
essencial, bem como fornecer dados para caracterizagdo da droga fungica. Para
0s extratos estudados, tanto a atividade antibacteriana como citotoxica foram
observadas apenas para o extrato em acetato de etila. A atividade antibacteriana
foi considerada moderada frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e
Micrococcus luteus. A atividade citotéxica em dose Unica de 50 pg/ml de extrato
foi de 71,94 + 2,04% contra a linhagem de células HT-29 e 90,02 + 2,17% contra a
linhagem de células HEp-2. O 6leo essencial teve atividade antimicrobiana contra
as bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e
Micrococcus luteus) e gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa), contudo bactérias gram-positivas foram mais
susceptiveis ao 6leo essencial. Quanto a prospeccdo micoquimica, 0S compostos
majoritarios foram representados pelos esterdides e terpendides, apresentando
também flavonoides, derivados cinamicos e fenilpropanoglicosideos. A
composicdo do 6leo essencial foi analisada por cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massas (CG-MS), onde os principais compostos foram o &cido
benzdico, o sesquiterpeno aristolona mono-oxigenado, o 2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-
metilfenol e o  N-(2-hidroxi-4-oxo-4H-quinazolina-3-il)-benzamida. A
morfoanatomia foi considerada fundamental para a identificagdo de G. parvulum,
onde caracteristicas como o tamanho do basidioma, tamanho do basidiésporo, o
sistema hifélico, a coloracdo do contexto e linhas de deposicdo de material
resinoso, foram caracteristicas essenciais para distincdo de G. parvulum. O
tamanho das particulas do pé indicou se tratar de um p6 moderadamente espesso
por simples agregacédo das particulas, o teor de cinzas totais foi de 1,67 + 0,14% e
a perda por dessecacéo foi de 13% + 0,07, dentro dos niveis encontrados para o
género. Na analise microscopica do po, a observacao de hifas esqueléticas e de
esporos de parede dupla e truncados, caracteristicos do género, foram
importantes para a identificacdo da droga. Os dados sobre teor de cinzas, perda
por dessecacéo, analise granulométrica e microscépica do pé sao inéditos para G.
parvulum, bem como as atividades bioldgicas dos extratos estudados e do 6leo
essencial.

Palavras-chave: Ganoderma. Antimicrobiano. Citotoxicidade. Morfologia.
Quimica.



ABSTRACT

The use of mushrooms for medicinal purposes is very old, where the
basidiomycete Ganoderma lucidum has prominent position in Japan and traditional
Chinese medicine, being reported antitumor activity, antiviral, antibacterial , among
others. Several species with lacquered surface are confused with G. lucidum,
including Ganoderma parvulum Murrill, a tropical species that can represent
economic potential. This study aimed to evaluate the antibacterial activity and
cytotoxic activity of methanolic and ethyl acetate extracts of G. parvulum, the MIC
and antibacterial activity of the essential oil, as well provide data for
characterization of fungal drug. For the studied extracts, both cytotoxic and
antibacterial activity were observed only for the extract in ethyl acetate. The
antibacterial activity was considered moderate against Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis and Micrococcus luteus. The cytotoxic activity of a single dose of
50 mg/mL of extract was 71.94 = 2.04% against the HT- 29 cell line and 90.02 +
2.17 % against the HEp — 2 cell line . The essential oil has antimicrobial activity
against gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus , Micrococcus luteus and
Bacillus subtilis ) and gram -negative bacteria (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa), gram-positive bacteria however have
been more susceptible to essential oil. As for prospecting micoquimica, the
compounds were represented by steroids and terpenoids, flavonoids, cinnamic
derivatives and phenylpropaneglycosides. The essential oil composition was
analyzed by gas chromatography- mass spectroscopy (GC -MS ), where the main
compounds were benzoic acid, mono- oxygenated sesquiterpene aristolona , 2,6-
bis (1,1- dimethylethyl) -4-methylphenol and N-(2 -hydroxy-4 -oxo-4H -quinazoline-
3-yl) -benzamide . The morphoanatomy was considered fundamental for the
identification of G. parvulum where characteristics as the size of basidiomata ,
basididosporo size of the hiphal system, the color of the background and lines
deposition of resinous material were essential for distinguishing characteristics of
G. parvulum . The particle size of the powder showed it is a moderately thick
powder by simple aggregation of particles, the total ash content was 1.67 % + 0.14
and the loss on drying was 13% + 0.07 within the levels found for the genre. On the
microscopic dust, watching skeletal hyphae and spores double wall and truncated ,
characteristic of the genus, were important for the identification of the drug. Data
on ash, loss on drying, particle size analysis and microscopic dust are new to G.
parvulum as well as the biological activities of the studied extracts and essential oil.

Keywords: Ganoderma. Antimicrobial. Cytotoxicity. Morphology. Chemistry.
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1. INTRODUCAO

Plantas, organismos marinhos e microrganismos produzem um grande arsenal
estrutural de substancias quimicas, possuindo grande potencial biolégico (PETSKO,
1996). Dentre 0os microrganismos, os fungos apresentam um potencial pouco explorado,
pois, estima-se a existéncia de cerca de 1.500.000 espécies de fungos, sendo que
pouco mais de 98.998 foram descritas, 0 que corresponde a 6,6% do total de espécies
e dessas, apenas um numero muito reduzido vem sendo cultivado e estudado.
(HAWKSWORTH, 2001; KIRK et al., 2008)

Inicialmente, o interesse acerca dos fungos, deu-se pelos fungos macroscopicos,
principalmente pelo aspecto etnomedicinal. Esses fungos apresentam estruturas
macroscopicas e sao tratados indistintamente por cogumelos. Uma das melhores
definicdes para cogumelos € apresentada por Miles e Chang (1997), como sendo “um
corpo de frutificagdo distinto, que pode ser hipégeo ou epigeo, grande o suficiente para
ser visto a olho nu e ser pego com a mao”. Varios grupos de fungos formam cogumelos,
principalmente Basidiomycetes e Ascomycetes, tendo varios representantes usados
tradicionalmente na medicina de paises asiaticos e, nas ultimas décadas, no ocidente
(LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JULICH, 2005).

Das propriedades apresentadas pelos fungos basidiomicetos, destacam-se: as
alimentares e nutraceuticas (CHANG; BUSWELL, 1996; LIN; LIN, 1997; RUBEL, 2006;
FAN et al., 2006), antitumorais (MIZUNO et al., 1990; GORO, 1992; RODRIGUES et al.,
2003; RUBEL, 2006; POUCHERET; FONS; RAPIOR , 2006, FAN et al., 2006),
antimicrobiana (IMITIAJ; LEE, 2007; POUCHERET; FONS; RAPIOR, 2006; FAN et al.,
2006) celuloliticas (BUSWELL, et al., 1996; CORREIA et al., 1998; PEREIRA-JR;
CORREIA; OLIVEIRA, 2001;), antiviral (FAN et al., 2006), potencial para controle de
doencas de plantas causadas por microrganismos (KOBAYASHI; HIRAMATSU;
AKATSUKA, 1997; DI PIERO; PASCHOLATI, 2004), dentre outras.

Ha trés décadas, as pesquisas sobre compostos ativos produzidos por
cogumelos, em patrticular polissacarideos ou peptidioglicanos com atividade antitumoral,
eram concentradas em quatro espécies: Lentinula edodes, Schizophylum communae,

Grifola frondosa e Sclerotina scleotiorum. Ja nos primeiros anos do século XXlI, ja se
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havia estudado no minimo 651 espécies, em 182 géneros de basidiomicetos contendo
polissacarideos com atividade antitumoral e imunoestimuladora (FAN et al., 2006). Além
dos polissacarideos, outros compostos vém sendo estudados quanto a atividade
antitumoral, como por exemplo: compostos triterpénicos (CHEN et al., 2007; RUBEL,
2006; SMITH; ROWAN; SULLIVAN, 2002), lectinas (RUBEL, 2006;) e proteinas, como a
Ling Zhi-8 (RUBEL, 2006).

A experiéncia no uso etnomedicinal de cogumelos, a necessidade ecoldgica para
gue os fungos produzam metabdlitos secundarios bioativos e as possibilidades de
melhoria para a genética, andlises quimicas e farmacolégicas, € suposto que 0s
cogumelos tenham um grande potencial a ser investigado por bioprospeccéo
(LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JULICH, 2005), sendo os fungos Polyporales
considerados por muitos autores como uma das principais fontes de produtos naturais
farmacologicamente ativos (ZJAWIONY, 2004).

Os cogumelos de macrofungos pertencentes ao género Ganoderma P. Karst.
(Ganodermataceae, Polyporales), podem ser considerados 0s que apresentam registros
mais antigos para uso medicinal, sendo usados por asiaticos, principalmente pelos
chineses, ha mais de 2000 anos (CHANG; BUSWELL, 1996). Wang et al. (2012)
relatam a importancia etnofarmacolégica para o Ganoderma lucidum (Curt.:Fr.) P.
Karst., a espécie mais representativa do género, tais como: tratamento de hepatopatias
cronicas, hipertensao, hiperglicemia e cancer. G. lucidum apresenta varias atividades
comprovadas, tais como: antiinflamatoria, antitumoral, anti HIV, antibacteriana,
antiparasitaria, regulacdo da pressao arterial, antidiabetes, imunomoduladora, ténico
renal, funcdo hepatoprotetora, tdnico nervoso, dentre outras (SMITH; ROWAN;
SULLIVAN, 2002).

A taxonomia de G. lucidum e espécies afins sempre foi controversa,
principalmente as espécies que apresentam superficie lacada, sendo a espécie tipo
originaria da Europa, diferindo filogeneticamente, por caracteristicas morfologicas e
moleculares, de exemplares chineses e de outras localidades asiaticas (MONCALVO;
WANG; HSEV., 1995; WANG et al., 2009), sendo que muitos trabalhos e patentes
usaram outras espécies como sendo G. lucidum (MONCALVO, 2005; WASSER, 2010).



21

Dentre os fungos pertencentes ao complexo G. lucidum, Ganoderma parvulum
Murrill € uma espécie neotropical (RYVARDEN, 2000), com registros para regiao
Nordeste Brasileira nos Estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco (GIBERTONE,
2004). Independentemente das divergéncias taxonbémicas, € importante observar que
esse fungo, apresenta varias caracteristicas fenotipicas semelhantes a G. lucidum,
podendo apresentar potencial farmacoldgico, consequentemente econémico e como €&

uma espécie nativa da regido, nao interferirdA na biodiversidade local.
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2 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas a quantidade de trabalhos sobre a atividade biolégica
de fungos Polyporales vem crescendo no Brasil, porém as espécies nativas ainda
sdo pouco estudadas para este fim e muito menos para a identificacdo de
principios ativos.

Segundo Gibertoni e Cavalcanti (2000), os fungos deste grupo sdo pouco
estudados em relacdo a mata atlantica, mesmo sendo o0s principais
decompositores na maioria dos ecossistemas florestais. Com base nisso, estudo
de atividade bioldgica pode despertar um interesse maior nesses macromicetos e
o potencial econémico de drogas fangicas incrementard a necessidade de
preservagdo dos ecossistemas florestais como fonte de recursos para
humanidade.

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a atividade biol6gica de
extratos e do o6leo essencial de Ganoderma parvulum Murrill, coletado num
remanescente de mata da regido metropolitana do Recife e realizou estudos
farmacognosticos do mesmo, visando suprir a caréncia de trabalhos sobre a
espécie, fornecendo dados importantes sobre sua atividade bioldgica, composicéo

quimica e caracterizacdo como droga fungica.
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3 OBJETIVOS

O intuito principal deste trabalho foi colaborar na produgdo de dados acerca
de Ganoderma parvulum Murrill, uma espécie pouco estudada, mesmo sendo
pertencente ao género do cogumelo medicinal mais importante e mais estudado

do mundo, que é Ganoderma lucidum.

3.1 Geral

O presente trabalho objetivou investigar a atividade biolégica de extratos de
Ganoderma parvulum Murril coletado em um remanescente de mata atlantica da
regido metropolitana do Recife, quanto a atividade citotoxica e atividade
antimicrobiana, bem como avaliar a atividade antimicrobiana de seu 6leo essencial

e a realizacdo de estudos farmacogndsticos.

3.2 Especificos

Investigar a atividade antibacteriana dos extratos e do 6leo essencial

frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas;

= Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos em
acetato de etila, do extrato metandlico e do 6leo essencial frente a

bactérias gram-positivas e gram-negativas.

= Avaliar a atividade citotéxica dos extratos frente as linhages HEp-2
(carcinoma epidermoéide da laringe humana) e HT-29 (adenocarcinoma

de c6lon humano);
» Realizar a prospecc¢do micoquimica dos extratos;

= Realizar a prospeccao micoquimica do 6éleo essencial por cromatografia

gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG-EM);
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Proceder estudos morfo-anatbmicos de Ganoderma parvulum,

como do po obtido a partir do mesmo.

Enumerar elementos para identificacdo da droga fungica;
Avaliar o teor de cinzas totais
Relatar a perda por dessecacéao

Determinar a granulometria do pé.

bem
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4 REVISAO DA LITERATURA

Pela escassez de trabalhos sobre a espécie em estudo,
principalmente sobre sua atividade biolégica e aspectos farmacogndsticos, foram
realizados levantamentos na literatura sobre espécies afins, até mesmo para fins

comparativos.

4.1 Género Ganoderma P. Karst.

Ganoderma P. Karst. € um género de distribuicdo cosmopolita, com muitas
espécies tropicais e algumas restritas a regides temperadas (TORRES-TORRES ;
GUZMAN-DAVALOS, 2012). O género foi estabelecido por Karsten em, 1881,
guando o mesmo realizou um rearranjo de fungos da familia Polyporaceae da
Finlandia, baseado no carater lacado do pileo e do estipe, incluindo apenas
Polyporus lucidus (MURRILL, 1902). Segundo o mesmo autor, Karsten, em 1889,
caracterizou Ganoderma lucidum, a espécie tipo do género, tendo como
caracteristicas principais a auséncia de cistidios, basidiésporos ovais ou elipticos,
verrucosos e de coloracdo castanho-amarelado. Donk, em 1948, tomando como
base as caracteristicas do basidiésporo estabeleceu a familia Ganodermataceae,
tendo Ganoderma como género tipo (GOTTLIEB; WRIGTH, 1999; KIRK et al.,
2008).

4.1.1 Classificacao

Kirk et al. (2008) enquadram o género Ganoderma da seguinte forma:
Reino: Fungi

Filo: Basidiomycota
Subfilo:Agaricomycotina
Classe: Agaricomycetes
Ordem: Polyporales
Familia: Ganodermataceae

Género: Ganoderma



4.1.2 Importancia do Género Ganoderma

O género Ganoderma é representado por espécies que vém sendo usadas
devido a inumeras aplicagbes, como por exemplo, propriedades medicinais,
ecoldgicas, biotecnoldgicas, dentre outras.

No género Ganoderma, G. lucidum (Figura 1) € um cogumelo considerado
medicinal, conhecido no Japao como “Rei-shi“ ou “Mannentake”, e na China como
“Lingzhi”. Seus basidiomas tém sido usados na medicina tradicional chinesa ha
mais de 2.000 anos. Como exemplo, uso deste cogumelo como tdnico e como
agente antienvelhecimento, é descrito em detalhes no compéndio classico da
medicina tradicional chinesa Shen Nung Ben Cao Jin, datado de 206 a. C. a 8 d.
C. (KASHIMOTO et al., 2010). Como néo sédo considerados comestiveis, devido a
sua textura e sabor, véarias éspecies do género sdo usadas na forma de decoctos,
concentrados, licores ou em po6, usados em toénicos, tinturas, chas, sopas e
férmulas a base de plantas (SMITH; ROWAN; SULLIVAN, 2002).

Figura 1 — Ganoderma lucidum. Fonte: <http://complementaryoncology.com>.
Acesso em: 10 mar. 2013.
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Sdo causadores de podriddo branca (sdo importantes degradadores de
lignina e celulose), pois a lignina é utilizada pelo fungo como fonte de alimento,
deixando a celulose de tonalidade branca. Por serem ligno-celuloliticos, podem ser
saprofitas ou parasitas, onde, na medida em que a lignina é consumida, o fungo
enfraquece a arvore e quando ocorre o surgimento dos basidiomas, todo o
sistema vascular do hospedeiro encontra-se comprometido (RUSSOMANO et al.,
2012).

4.1.2.1 Espécies Medicinais de Ganoderma e Atividade Bioldgica

O uso medicinal de espécies de Ganoderma é muito antigo e téo
representativo na Asia que s&o tratados como divinas. Um exemplo € o termo ling
zhi, que tem registro datado do século XI d.C., para designar G. lucidum na China,
onde o termo Ling, significa “divino” e zhi, “forca da vida” (LARIYA; RAJ,
MALVIYA, 2009). Segundo os mesmos autores, o uso de Ganoderma para
atividades, em diferentes sistemas organicos (Quadro 1), vem sendo registrado h&

muito tempo e com o status de milagroso.

Quadrol- Acédo de Ganoderma sobre diferentes sistemas organicos

Sistema Atividade de Ganoderma
Sistema nervoso central Acao contra insonia, mal estar mental,
neurastenia, amnésia, sequela de
concusséao cerebral, hemorragia.
Sistema sensorial Acéo contra Astigmatismo, presbiopia,
catarata, glaucoma, hiperemia da
retina, empiema, perda auditiva, otite
média, dor de dente, estomatite,
espinhas, manchas na pele, erupgcdes
cutaneas.
Sistema respiratorio Acdo contra traqueobronquite, asma
alérgica, pneumonia, tuberculose.

Sistema circulatério Atua contra palpitacdes, hipertensao,
hipotensdo, anemia, infarto do
miocardio, arteriosclerose, sequela de
hemorragia cerebral, insuficiéncia
cardiaca.
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Atividade de Ganoderma
Atua contra falta de apetite,
indigestdo, diarréia, constipacao,
cOlicas, gastrite, Ulcera gastrica,
hiperacidez géstrica, enterite, enterite
ulcerativa, cancer do aparelho
digestoério.

Sistema
Sistema digestorio

Adaptado de Lariya; Raj; Malviya, (2009)

Com base na etnomicologia, espécies de Ganoderma vém sendo
estudadas buscando-se comprovar atividades biol6gicas relatadas e ratificar o
valor medicinal das mesmas. Vérias atividades bioldgicas ja foram comprovadas
para diferentes espécies, principalmente nas ultimas trés décadas (Quadro 2),
inclusive gerando produtos comerciais (droga ou suplemento dietético), como

exemplo, produtos manufaturados a partir de G. lucidum consumidos na Asia,

Europa e América do Norte (SMITH; ROWAN; SULLIVAN, 2002).

Quadro 2 - Exemplos de atividades biolégicas de espécies de Ganoderma

Espécie Atividade comprovada | Referéncia

G. adspersum | citotéxica contra células | Sadava et al. (2009)

(Figura 2) cancerigenas

G. applanatum | Antifungica, Smania et al. (2003);

(Figura 3) antibacteriana, Jung et al. (2005), Fan
antiinflamatéria, et al (2006); Poucheret
antitumoral, et al (2006); Jeong et al.
imunomodulador, anti- | (2008); Ma et al (2011).
diabetes

G. australe Citostética, citotoxica | Fan et al. (2006);

(Figra 4) contra células | Sadava et al. (2009);
cancerigenas,

G. capense citotoxica contra células | Lin e Zhang (2004);

(Figura 5) cancerigenas, Sadava et al. (2009).
imunomodulador

G. colossum Anti-HIV El Dine et al. (2009)

(Figura 6)

G. concinnum Citostética Fan et al. (2006);

(Figura 7)
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Espécie

Atividade comprovada

Referéncia

G. formosanum
(Figura 8)

citotoxica contra células
cancerigenas, estimulo
a producao de
macrdéfagos,

Sadava et al. (2009);
Wang et al. (2012)

G. fornicatum

citotoéxica Contra células

Niu et al (2006); Sadava

(Figura 9) cancerigenas et al. (2009)

G. gibbosum citotoxica contra células | Sadava et al. (2009)

(Figura 10) cancerigenas

G. lucidum Antibacteriana, antiviral, | Fan et al. (2006);
anti-histaminico, anti- | Poucheret et al. (2006);

(Figura 1) androgénica, anti- | Ko et al. (2007); Liu et
diabetes, antitumoral, | al. (2009); Mohammed

antiinflamatoéria;
citotdéxica contra células
cancerigenas,
antioxidante, anti-fadiga,
anti-HIV,
imunomodulador,
protecdo contra efeitos
indesejados da quimio e
radioterapia,

hepatoprotetor,
antialérgico,
antiangiogénico, anti-
hérpético, antioxidante,

antiulcerogénico,

et al. (2009); Riahi et al.
(2009), Sadava et al.
(2009); Saltarelli et al.
(2009); Sanodiya et al.
(2009); Cheng et al.
(2010); Wei et al. (2010).

G. microsporum

citotoxica contra células

Sadava et al (2009);

(Figurall) cancerigenas, inducdo | Hsin et al. (2011)
de autofagia em células
cacerigenas.
G. pfeifferi Antibacteriana, Niedermeyer et al.
(Figura 12) citotoxica contra células | (2005); Fan et al (2006);
cancerigenas, antiviral Sadava et al. (2009).
G. sinense Anti-HIV, citotoxica | Sato et al. (2009); Liu et
(Figura 13) Contra células | al. (2009)
cancerigenas
G. tsugae Antiinflamatoria, Tseng e Mau (2007), Ko
(Figura 14) antioxidante et al. (2009).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 2 — Ganoderma adspersum. Fonte: <http://mycologiemontgeron.free.fr>.
Acesso em: 10 mar. 2013.

Figura 3 — Ganoderma applanatum. Fonte: <http://www.scmsfungi.org>. Acesso
em: 15 de jul. 2013.

Figura 4 — Ganoderma australe Fonte:< http://eol.org/data_objects/23835789>.
Acesso em: 15 jul. 2013.
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Figura 5 — Ganoderma capense. Fonte: Brosle et al. (2010).
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Figura 6 — Ganoderma colossum. Fonte: Elshafie et al. (2010).
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Figura 7 — Ganoderma concinnum. Fonte: <http://sweetgum.nybg.org/webmedia.

php?irn122763> .Acesso em: 15 de jun 2013

34



Figura 8 — G. formosanum Fonte: Chang e Chen (1984)

Figura 9 — Ganoderma fornicatum. Fonte: < http://catalog.digitalarchives.

tw/item/00/43/9b/74.html>. Acesso em: 13 jun. 2013.

Figura 10 — Ganoderma gibbosum. Fonte: <http://nishitan.jp/ryokuchi
/2013/07/11253>. Acesso 20 jun. 2013

35


http://catalog.digitalarchives.tw/item/00/43/9b/74.html
http://catalog.digitalarchives.tw/item/00/43/9b/74.html
http://nishitan.jp/ryokuchi/2013/07/11253
http://nishitan.jp/ryokuchi/2013/07/11253

Figura 11 — Ganoderma microsporum . Fonte: Smith e Sivasithamparam (2003)

Figura 12 - Ganoderma pfeifferi. Fonte: <http://www.mycobank.org/
BioloMICS.aspx?nk= T&Targe tKey = 14682616000002126&R
=ec=5579>. Acesso em: 20 jun. 2013

Figura 13 - Ganoderma sinense. Fonte: <http://mushroomobserver.org/
image/show_image/196004?0bs=86569& =1PUez>. Acesso em:
20 jun. 2013
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Figura 14 — Ganoderma tsugae. Fonte: <http://mushroomobserver.org/image
/show_image/196004?7=141199&0q=1PUj9>. Acesso em: 20 jun.
2013

4.1.2.2 Substancias Purificadas a Partir de Fungos do Género Ganoderma

Ganoderma sado produtores prolificos de novos micoquimicos, onde
polissacarideos e triterpenos sdo 0s compostos mais investigados, a partir de G.
lucidum e espécies afins. No entanto, os esterdis, acidos graxos , nucleotideos,
lectinas, proteinas e peptideos também tém sido descritos (PATERSON, 2006;
SANODIYA, 2009). Também foram isoladas moléculas menos comuns em
Ganoderma, como por exemplo as ganomicinas A e B (Figural5), hidroquinonas
farnesolicas isoladas de G. pfeifferi e G. colossum, que apresentam atividade
antibacteriana e inibidora da protease do HIV-1 (MOTHANA et al., 2000; EL DINE,
2009). Essas moléculas ndo sdo comuns em fungos, sendo encontradas mais

frequentemente em organismos marinhos (MOTHANA et al., 2000).

Figura 15 - Ganomicina A (1) e ganomicina B (2). Fonte: Mothana et al. (2000)
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As principais substancias isoladas de fungos do género Ganoderma

pertencem as seguintes classes de biomoléculas:

A) Triterpenos, Esteréides e Acidos Graxos

Em relacédo aos terpendides, tem-se dado énfase ao estudo da atividade
dos triterpenos e esterdides (PATERSON, 2006). Dentre os triterpenos, 0s
lanostanicos representam os metabolitos secundérios mais comuns em espécies
de Ganoderma, onde somente em G. lucidum ja foram isolados e identificados
mais de 150 triterpenos (PATERSON, 2006; SATO et al., 2009; CHENG et al.,
2010). Triterpendides que foram isolados a partir de basidiomas sdo divididos em
acidos de Ganoderma, com um grupo carboxilico como cadeia lateral e alcoois de
Ganoderma, com uma hidroxila como cadeia lateral (GAO et al.,, 2004). Dos
Triterpendides os acidos ganodéricos sdo majoritarios, perfazendo cerca de trinta
compostos (CHEN, 2003) com atividade bioldégica comprovada, como o &acido
ganodérico B (Figura 16), que apresenta atividade inibidora da protease do HIV-1,
anti-hipertensiva e anti-histaminica (SMITH et al.,2002; PATERSON, 2006; SATO
et al., 2009; LARIYA et al., 2009). Outro exemplo de triterpeno acido € o &cido
lucidénico N (Figura 17), isolado de G. lucidum, que tem atividade citotdxica contra
células de linhagens tumorais humanas (WU; SHI; KUO, 2001). Dentre os
esterdides, tem-se como exemplo o 5a-ergosta-7en-33-ol (Figura 18), isolado do
G. applanatum e do G. annulare, que tem atividade antimicrobiana frente a varias
linhagens de bactérias gram-positivas e atividade antifingica (SMANIA et al.,
2003; ZJAWIONY, 2004).

) R1=R2 = 3-OH, R3=0
Figura 16 - Acido ganodérico B. Fonte: Paterson (2006)
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Figura 17 - Acido lucidénico N. Fonte: Wu; Shi; Kuo (2001)
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Figura 18 - 5a-ergosta-7en-3f3-ol. Fonte: Smania et al. (2003)

Por serem lignoceluloliticos, teoricamente os fungos pertencentes ao
género Ganoderma, sdo por exceléncia produtores de acidos graxos insaturados.
Isto é explicado por uma das vias de degradacdo da lignina, que utiliza a
peroxidacdo de acidos graxos insaturados, como é demonstrado por Enoki et al.
(1999), que observaram a diminuicdo do &acido 9,12-octadiendico correlacionada
com o aumento da concentragdo de hidroperéxido organico, no cultivo do fungo

lignocelulolitico Ceriporiopsis subvermispora.



Os é&cidos graxos mais comuns em Ganoderma sao: acido palmitico (acido
hexadecanoico), acido estearico (acido octadecanoico), acido oléico (acido 9-
octadecendico) e o acido linoléico (9,12-octadecadiendico), onde seus conteldos
nédo diferem significativamente entre G. lucidum e G. sinense (LV et al., 2012).
Gao et al. (2011) isolaram, do extrato metandlico de esporos de Ganoderma
lucidum, varios acidos graxos saturados e insaturados: C14, C15, C-16, C-17, C-
18, C-18 A°, C-18 A®°, C-19, C-19 A® e C-20. Destes, o acido 9-nonadecendico
apresentou atividade antitumoral. Os &cidos graxos insaturados isolados de G.
lucidum: &cido 9-Hexadecendico, acido 10-Heptadecendico, acido 9-
octadecendico e &acido 10-nonadecendico, apresentaram maiores valores de
inibicdo frente as células de leucemia promielocitica humana (HL-60),
comparando-se com o0s valores apresentados pelos &cidos graxos saturados
(FUKUZAWA et al., 2008).

B) Polissacarideos, Peptideoglicanos e Proteoglicanos

Polissacaridos como B-D-glucanas, heteropolissacarideos e glicoproteinas
foram isoladas e caracterizadas em diferentes espécies de Ganoderma, sendo
considerados 0s principais agentes de atividade antitumoral e moduladores do
sistema imunolégico. B-D-glucanas (Figura 19) consistem de uma cadeia linear de
B-(1—3)-D-glucopiranosil ligadas a grupos com diferentes graus de ramificacdo na
posicdo C6 (SANODIYA et al.,, 2009). Os polissacarideos que apresentam
atividade antitumoral e imunomoduladora formam ligagées B-(1—3) na
cadeia central, com pontos de ramificacdo (-(1—6), onde o alto peso
molecular torna a molécula de polissacarideo mais eficiente (WASSER,
2002). Sone et al. (1985), isolaram polissacarideos de G. lucidum que
apresentavam uma cadeia central B-D-Glcp-(1—3), com substituicdo em C-6
por unidades B-D-Glcp ou pelo dissacarideo 6-O- B-D-Glcp-p-D-Glcp, possuindo
substituicbes em C-2 pelo dissacarideo 4-O-B-D-Glcp-B-D-Glcp. Em paises
asiaticos, como China, Japao e Coréia, o uso de concentrados de polissacarideos

como nutracéutico vem crescendo, e com base em ensaios préclinicos, Gao et al.
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(2003) realizaram um estudo para avaliar a atividade imunomoduladora de um
extrato de polissacarideos de G. lucidum, o Ganopoly®, em 34 pacientes com
cancer em estagio avancado, concluindo que o tratamento de 12 semanas,
melhorou as respostas imunes pelos parametros avaliados. Nas duas Ultimas
décadas, varios peptideoglicanos e proteoglicanos, vém sendo avaliados quanto a
atividade biolégica. Yang et al (2006), concluiram que proteoglicanas isoladas de
G. lucidum apresentaram atividade hepatoprotetora in vivo e in vitro. Uma outra

atividade relacionada aos proteoglicanos de G. lucidum € a atividade antiherpética

(LI et al, 2005).
CH,0H CH,OH
0 1—0 0 J—O
#-(1-6)-D-glucose branch
(0]
OH OH
OH OH

CH,OH CH,0H N CH,

—o—J] o g o ke % o
OH OH

OH
-(1-3)-D-glucose B-(1-3)-D-glucose B-(1-3)-D-glucose

Figura 19 - Padrdo de glucanas encontradas em Ganoderma: B-D-Glcp-(1—3),
com substituicdo em O-6 por unidades de (3-D-Glcp-(1—6) a cada 3 a
30 unidades, dependendo da glucana. Fonte: Rahar et al. (2011)

C) Alcalodides

Os primeiros alcaldides isolados de Ganoderma foram Ganoderma
Alcaldide A (lA; 1-isopentil-2-formil-5-hidroximetilpirrol) e Ganoderma Alcaldide B
(IB;1-feniletil-2-formil-5-hidroximetilpirrol) (Figura 20), isolados, em 1990, do
micélio cultivado em batelada de G. capense (LIU et al., 2011). O isolamento e
elucidacao dos alcaloides IA e IB foram realizados por Yang e Yu (1990), que no
mesmo trabalho demonstraram a obtencdo dos dois alcaldides via sintese
organica e a atividade antiinflamatéria in vivo. Em 2010, foi isolado um novo
alcaldide, Sinesina A (Figura 21) a partir de basidiomas de G. sinense,

apresentando atividade protetora contra injarias oxidativas em células endoteliais
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de corddo umbilical humano (LIU et al., 2010). Posteriormente foram isolados
guatro novos alcal6ides, Sinesinas B, C, D e E a partir de basidiomas de G.

sinense, porém nao foram avaliados quanto a atividade biologica (LIU et al., 2011).
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Figura 20 - Ganoderma Alcaloide A e Ganoderma Alcal6ide B, alcaldides
pirrélicos Isolados de G. capense Fonte: Yang e Yu (1990)

Figura 21 - Sinesina A Fonte: Liu et al (2010)

4.1.3 Ganoderma parvulum

O fungo objeto de estudo do presente trabalho, pertence a espécie
Ganoderma parvulum Murrill (Figura 22), que segundo Torres-Torres e Guzman-
Déavalos (2012), é uma espécie caracterizada por apresentar basidiomas
pequenos e delgados, pileo revestido por uma crosta dura, faixas escuras de
material resinoso contrastando com o contexto palido, células da pileipele
cilindricas com granulacées apicais e pequenas, basidiésporos com pilares livres.

Muitos autores consideram a espécie como sinbnimo de Ganoderma stipitatum,



porém, G. parvulum € prioritario em relagdo a G. stipitatum (TORRES-TORRES;
GUZMAN-DAVALOS; GUGLIOTTA, 2012).

Os trabalhos relacionados a composicao e atividade bioldégica ndo séo
encontrados para G. parvulum, e rarissimos para G. stipitatum. Sharifi et al.
(2012a), relatam na discussdo do trabalho, que a fragcdo enriquecida de
sesquiterpenos de G. stipitatum apresentou atividade antibacteriana, porém esses
dados ndo estdo expostos em nenhuma parte dos resultados. Atividade
antibacteriana é relatada para a fracdo rica em polissacarideos de G. stipitatum
(SHARIFI et al., 2012b). Arboleda et al. (2013) realizaram um ensaio para avaliar a
eliminacdo do bisfenol A e do triclosano pelo sistema polienzimatico de G.
stipitatum (= G. parvulum). Os resultados foram promissores, chegando a valores
de inibicao superiores a 90%.

Além da pouca quantidade de trabalhos com G. stipitatum, outra
preocupacdo tem que ser levada em conta: sera que estes fungos considerados
G. stipitatum realmente correspondem a espécie em questdo? Muitos fungos
considerados G. stipitatum (= G. parvulum), tratam-se de outras espécies, quando
avaliados quanto ao tamanho do basidioma e dos basidiésporos. Um exemplo
classico € dado por Torres-Torres, Guzman-Déavalos e Gugliotta (2012) que
relatam o fato de Ryvarden (2004) citar G. stipitatum para Bolivia, Brasil, Costa
Rica, Nicaragua, Peru, Suriname e Venezuela, mas muitos dos espécimes
estudados apresentavam contexto marrom escuro e basididsporos grandes, sendo

na realidade outras espécies.

Figura 22 — Ganoderma parvulum Murrill. Fonte: acervo do autor.
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4.2 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais séo liquidos, volateis, limpidos, raramente coloridos,
lipossolaveis, sollveis em solventes organicos e geralmente sdo menos densos
gue a agua (BAKKALI et al., 2008). Os mesmos autores relatam que existe uma
miscelanea de substancias que os compdem, porém eles sédo caracterizados por
dois ou trés grandes componentes em concentracdes bastante elevadas (20-70%)
comparados com 0S outros componentes presentes em quantidades vestigiais.
Economicamente séo produtos naturais valiosos utilizados como matéria prima em
muitas areas, incluindo a industria de perfumes, cosméticos, aromaterapia,
fitoterapia, especiarias e nutricdo (DAVID et al., 2012).

Tradicionalmente quando se fala em 6leo essencial faz-se de imediato
associagdo as plantas, porém muitos outros organismos sao produtores. S&o
definidos como compostos volateis, naturais, com um forte odor, formados como
metabodlitos secundarios (BAKKALI et al, 2008; GUIMARAES; SOUSA;
FERREIRA, 2010). Frequentemente apresentam composicao diferente
dependendo da natureza do organismo e da sazonalidade (BENDAOUD et al.,
2009). Outro fator relacionado a composicdo € o estdgio de maturidade do
organismo, pois diferentes rotas e enzimas ativas em diferentes estagios de
maturidade, resultam em diferentes composi¢des de compostos volateis ( ZANG ;
WU; LI, 2008).

O sucesso das plantas em produzirem 6leos essenciais esta relacionado
com o modo de vida séssil, que termina por representar duas desvantagens
principais: em primeiro lugar, as plantas ndo tém a opcdo de escapar de
herbivoros, parasitas ou patdégenos; em segundo, a interacdo com potenciais
parceiros de acasalamento para a reproducéo sexual em longas distancias € muito
dificil. Com os fungos néo é diferente, pois, na natureza competem com diferentes
microrganismos pelos mesmos substratos ou habitats. No entanto, plantas e
fungos desenvolveram estratégias eficazes para superar esses problemas,
incluindo a incrivel capacidade para producdo de uma grande variedade de
compostos organicos volateis (STADNIK; BETTIOL; SAITO, 2003; JURGENS;
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VILJOEN, 2010). Fungos produtores de odor ocorrem em todos os filos, mas o
maior nimero concentra-se em Basidiomycota, principalmente nos basidiomas.
Isto ndo é uma surpresa, pois fungos deste grupo possuem sistemas enzimaticos
capazes de catabolizar substratos aromaticos (JONG; BIRMINGHAM,1993).

4.2.1 Obtencao de Oleos Essenciais

Para obtenc&o dos 6leos essenciais existem varias técnicas, que levam em
conta o tipo de material biolégico, os 6rgaos, a quantidade produzida, para garantir
a estabilidade do 6leo. Hamid, Aiyelaagbe e Usman (2011), bem como Simdes e
Spitzer (2010) relatam as técnicas mais empregadas para obtencdo de o6leos
essenciais, considerando as seguintes:

A) Hidrodestilagdo ou arraste por vapor de agua: como os Oleos volateis
possuem tensdo de vapor mais elevada que a da agua, podem ser
arrastados pelo vapor de agua durante uma destilacdo. Quando em
pequena escala o material acrescido de duas a trés vezes 0 seu peso com
agua é aquecido, empregando-se o aparelho de Clenvenger. Apos a
obtencdo, o 6leo deve ser seco empregando-se sulfato de sdédio anidro e

armazenado a baixa temperatura, ao abrigo da luz e do ar.

B) Hidrodifusdo: é um método em que o vapor a pressdo atmosférica (<0-1
bar) atravessa o material a partir do topo da camara de extracao saturando

0 mesmo, resultando num 0Oleo que retem o aroma original.

C) Enfloragéo (enfleurage): Este processo é aplicavel as flores, que possuem
baixo teor de 6leo essencial de alto valor comercial. As pétalas sédo
depositadas em bandejas a temperatura ambiente, sobre uma camada de
gordura animal ou vegetal que ira adsorver o 6leo essencial durante um
periodo de tempo. Em seguida, as pétalas esgotadas s&o substituidas por
novas até ocorrer a saturacdo da gordura, que é tratada com alcool. Para

se obter o 6leo essencial, 0 alcool € destilado a baixa temperatura.
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D)

E)

F)

Extracdo com solventes organicos: Os Oleos volateis sdo extraidos com
solventes apolares (éter etilico, éter de petroleo, benzeno, acetona,
cloroférmio ou diclorometano) de acordo com o material, por exemplo, a
extracdo a partir de folhas ou frutos podem ser realizadas com benzeno,
com ou sem a adi¢do de acetona ou éter, a temperatura ambiente ou na
temperatura de ebulicdo, enquanto a extracédo a partir de flores é realizada
com éter. Nesse processo, 0s solventes acabam extraindo outras
substancias apolares além dos 6leos volateis. O solvente é removido por
evaporacao sob pressao reduzida, sendo o material residual extraido com
etanol absoluto, que € resfriado a baixas temperaturas para precipitacéo
das ceras, sendo em seguida filtrado. O alcool, entdo é evaporado sob

pressao reduzida e obtém-se o 6leo essencial.

Extracdo por micro-ondas: Faz-se uso de micro-ondas para excitar as
moléculas de agua do material biolégico, fazendo com que as células se
rompam e liberem o 6leo essencial. A técnica garante um bom rendimento

e reduz o tempo de extragao.

Extracdo por CO, super critico: Nesta técnica o material é depositado num
extrator onde ocorre a elevacdo da pressao e da temperatura, fazendo com
gue o dioxido de carbono atinja um quarto estado no qual sua viscosidade é
analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolucéo € elevada como a
de um liquido. Quando a presséo é diminuida, o diéxido de carbono retorna

para o estado gasoso, sem deixar nenhum residuo.

4.2.2 Composicédo dos Oleos Essenciais

Os componentes dos 6leos essenciais compreendem hidrocarbonetos

terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos cetonas, peréxidos, ésteres,

fenais,

éteres, oOxidos, lactonas, cumarinas, acidos organicos (JONG;

BIRMINGHAM,1993; BAKKALI et al., 2008; SIMOES; SPITZER, 2010). Os
terpenos, que sdo formados a partir da condensacdo de unidades de cinco
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carbonos, o isopreno (C5), sdo considerados como principais componentes, sendo
0s mesmos classificados em: monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), porém
pode-se encontrar os hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
raramente tetraterpenos (C40) (BAKKALI et al., 2008; SIMOES; SPITZER, 2010).
Os monoterpenos chegam a representar 90% da composicdo dos 6leos essenciais
(BAKKALI et al., 2008).

4.2.3 Andlise de Oleos Essenciais

Os objetivos de se analisar a composi¢cdo de um 6leo essencial, consistem
em identificar e quantificar os seus constituintes, estabelecendo um padréo e
possibilitando futuras avaliagfes para se detectar possiveis adulteracbes (HAMID;
AIYELAAGBE; USMAN, 2011). A cromatografia gasosa (CG) € o método de
escolha para separar e quantificar substancias componentes de Oleos volateis,
pois apesar de sua precisdo € um método considerado simples de usar (HAMID;
AIYELAAGBE; USMAN, 2011; SIMOES; SPITZER, 2010). O cromatégrafo
vaporiza a amostra e em seguida separa e analisa 0s varios componentes, que
produzem um pico espectral especifico, com um também especifico tempo de
retencdo, que é o tempo decorrido entre a injecdo da amostra e a avaliacdo do
pico (HAMID; AIYELAAGBE; USMAN, 2011).

Para se ter mais seguranca na identificacdo dos picos individuais e
controlar a pureza de um pico cromatografico, € recomendavel analisar o 6leo por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM). Esse
método além de separar os componentes, fornece um espectro de massas para
cada pico, indicando a massa molecular e o padrao de fragmentacdo de cada um.
O padrao de fragmentacdo pode ser comparado com os constantes na biblioteca
de espectros de massas (SIMOES; SPITZER, 2010).
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4.2.4 Atividades Biolégicas de Oleos Essenciais

Sao relatadas vérias atividades biolégicas e utilizacbes para Oleos
essenciais, desde aromaterapia, atividade antimicrobiana, antiviral até inseticida e
moduladoras de apetite (BERNAS et al., 2006; HAMID; AIYELAAGBE; USMAN,
2011). A maior parte dessas atividades esta relacionada aos mono e
sequiterpenos, bem como fenilpropandides (BAKKALI et al., 2008; ASTANI et al.,
2011; HAMID; AIYELAAGBE; USMAN, 2011).

Uma das linhas de pesquisa investiga a atividade anticancerigena,
analisando-se a atividade do 6leo ou a de componentes isolados, como é o caso
da atividade do geraniol como agente antiproliferativo contra células de cancer de
célon, por inibicdo da sintese de DNA. Oleos volateis também interferem com as
fungBes mitocondriais, adicionando efeitos pré-oxidantes (BAKKALI et al., 2008).

A acdo antimicrobiana de Oleos essenciais é bastante difundida,
principalmente por registros atnofarmacolégicos, pelo ouso como antisséptico e na
preservacdo de alimentos (BAKKALI, 2008; HAMID; AIYELAAGBE; USMAN,
2011; DAVID et al., 2012). O 6leo essencial de Ganoderma japonico, um fungo
usado popularmente na China na forma de decoécto para tratamento de infeccdes
respiratdria, inibiu in vitro o crescimento de isolados clinicos multirresistentes (LIU
et al, 2009).

Além da sua atividade antibacteriana e antifingica, os 6leos essenciais
também tém sido referidos por possuirem interessantes atividades antivirais, onde
a atividade contra o virus do herpes tipo | mostrou-se susceptivel a sesquiterpenos
e a fenilpropandides, o que ja é visto como futura alternativa aos medicamentos
antivirais sintéticos (ASTANI; REICHLING; SCHNITZLER., 2011; HAMID et al.,
2011).

As diferentes atividades biolégicas dos Oleos volateis vém atraindo
interesse nas investigacdes quimicas e farmacoldgicas para fins terapéuticos, o
gue, felizmente, levara a novas informacdes sobre aplicacdes e novas perspectiva

sobre o0 uso potencial destes produtos naturais (DAVID et al., 2012).
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4.3 Atividade Antimicrobiana

A palavra “antibiético” deriva do termo antibiosis, que literalmente significa
‘contra a vida” (anti = contra; bios = vida). O conceito formal mais aceito por
cientistas especializados define o antibiético como uma substancia quimica que é
produzida por um microrganismo e que, em baixa concentracéo, tem a capacidade
de inibir ou matar, seletivamente, outros microrganismos. A definigdo formal exclui
0S compostos sintéticos, que, no entanto, juntamente com outros compostos
naturais e seus derivados, sdo incluidos na categoria de “antimicrobianos”, que
também pode ser subdividida segundo o tipo especifico de microrganismo que
deve ser inibido, como por exemplo antifungicos, antibacterianos, entre outros
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER,1997).

Os antimicrobianos podem ser classificados segundo a sua origem, efeito
antimicrobiano, espectro de atividade e mecanismo de acdo. Quanto a origem, 0s
antimicrobianos podem ser naturais, sintéticos ou semi-sintéticos. Considerando-
se o efeito dos antimicrobianos tém-se aqueles bacteriostaticos e aqueles
bactericidas. De acordo com 0 seu espectro de acdo os antimicrobianos sé&o
divididos em trés categorias: amplo espectro, espectro intermediario e espectro
reduzido. Por ultimo, os antimicrobianos sado classificados segundo o mecanismo
de acdo, sendo assim, eles agem inibindo a sintese da parede celular (os
chamados B-lactamicos), alterando a permeabilidade celular ou inibindo a sintese
protéica (ndo B-lactamicos) ou inibindo a sintese de DNA ou RNA (SILVA, 1999).

Nos ultimos anos, a resisténcia de microorganismos patogénicos a multiplas
drogas tem aumentado devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos
comumente comercializados e usados no tratamento de doencas infecciosas
(ROSA et al.,, 2003; NOVAIS et al.,, 2003; PACKER; LUZ, 2007). O estudo de
agentes antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo ponto crucial em varios
setores do campo farmacéutico e cosmético. Outro ponto a ser ressaltado € a
utilizacdo desse tipo de estudo como primeiro screening na descoberta da

atividade farmacologica de novos agentes, sendo de extrema importancia,
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principalmente em um pais como o Brasil, que oferece uma imensa biodiversidade
(OSTROSKY et al., 2008)

4.3.1 Estratégias para Obtencdo de Produtos Naturais com Atividade

Antimicrobiana

O ponto de partida para a obtencdo de produtos naturais, baseia-se na
escolha de novas espécies produtoras por um dos seguintes caminhos
(VERPOORTE, 1998; HARVEY, 2000; MACIEL; PINTO; VEIGA JR, 2002):

I. Triagem de produtos naturais de fontes inexploradas, totalmente randémica,
levando-se em conta apenas a disponibilidade, sem nenhum conhecimento
prévio;

ii. Triagem filogenética ou quimiotaxonémica, correlacionando a presenca de
determinados grupos de biomoléculas numa familia ou género;

iii. Abordagem etnofarmacologica, de acordo com 0 uso terapeutico por
determinado grupo etnico, como por exemplo, Liu et al. (2009) observaram
gue em certas localidades na China, os moradores faziam uso de
basidiomas de G. japonicum para o tratamento de infec¢des respiratérias e
realizaram ensaios para avaliar essa atividade com o 6leo essencial obtido
a partir da biomassa micelial do fungo.

iv. Outro critério de selecdo, que pode ser adotado para reduzir o namero de
organismos a ser triado, refere-se as observacdes ecoldgicas, como por
exemplo, preparacdes inseticidas que sdo derivadas de plantas que nao

sao atacadas por determinados insetos.

Apoés a obtencéo do produto natural, faz-se necessario escolher um método
adequado para avaliacdo da atividade antimicrobiana. Para isso sao levados em
conta aspectos como a simplicidade, a rapidez, a reprodutibilidade e o baixo custo
(MACIEL; PINTO; VEIGA JR, 2002; NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008; DAS;
TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010). Os testes padrdo para avaliacdo da atividade
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antibacteriana estdo classificados em métodos de diluicdo e difusdo (NCUBE
AFOLAYAN; OKOH, 2008; DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010). Testes de
difusdo incluem difusdo em discos de papel, difusédo em agar perfurado e

bioautografia, enquanto os métodos de diluigdo incluem diluigdo em 4&gar,

microdiluicdo em caldo e técnica de macrodiluicdo (OSTROSKY et al., 2008,
NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008; DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

4.3.1.1 Métodos de Difusdo

Os testes de difusdo em agar consistem em avaliar a susceptibilidade de

microrganismos testados a concentracdes de substancias ou extratos

potencialmente ativos, relacionando a zona de inibicdo com a concentracdo da
substancia ou dos extratos testados (OSTROSKY et al.,, 2008; DAS; TIWARI,
SHRIVASTAVA, 2010).

As variantes mais utilizadas do teste de difusdo em agar séo:

A) Difusdo em disco de papel: neste método, uma aliquota com concentracao

B)

definida do extrato ou da substancia a ser testada € transferida para um
disco de papel de xarope esterilizado, com 6 mm de diametro. Apos secar,
o disco é transferido para superficie do meio de cultura ja inoculado com o
microrganismo numa concentracao final de 10° U.F.C./mL. Em seguida, as
placas ficam a temperatura ambiente na camara de fluxo laminar ou
refrigeradas a 4° C, por cerca de duas horas para que ocorra uma pré
difusdo e, entdo, a placa € incubada em estufa a 37° C por 24 horas para
bactérias (OSTROSKY et al., 2008, NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008;
DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

Difusdo em pocos: o principio deste método é o mesmo da difusdo em
disco de papel, porém a substancia testada ou o extrato € transferido
diretamente para um poc¢o de 6 mm de diametro perfurado na superficie do
meio de cultura, sendo as placas incubadas a 37° C por 24 horas para



C)

bactérias (OSTROSKY et al., 2008; NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008;
DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

Bioautografia: € uma variacdo do método de difusdo em agar, onde o
analito é adsorvido em placas de cromatografia em camada delgada (CCD).
A técnica é considerada de contato quando a placa de CCD, contendo o0s
analitos, é posta em contato com 0 meio para que 0S Mesmos sejam
difundidos. Em seguida a placa é removida e 0 meio € incubado. A
bioautografia por imersédo consiste em cobrir a placa de CCD com o0 meio
de cultura misturado ao inoculo, que apdés a solidificagdo do meio o material
€ incubado. Em qualquer uma das técnicas, os halos de inibicdo séo
evidenciados fazendo-se uso de coloragdes, como por exemplo sais de
tetrazolio, como é o caso do brometo de tiazoil azul tetrazdlio - MTT
(NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008; DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA,
2010).

4.3.1.2 Método de Diluicédo

O método de diluicio em caldo considera a relacéo entre a proporcédo de

crescimento do microrganismo no meio liquido e a concentracdo da substancia
ensaiada (OSTROSKY et al., 2008). O método de microdiluicdo € considerado
potencialmente (til para a determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM)
de grandes nameros de amostras. CIM, em microbiologia, € a menor concentracao
de agentes antimicrobianos que vai inibir o crescimento visivel de microrganismos.
Suas vantagens em relacdo as técnicas de difusdo incluem a sensibilidade
aumentada para pequenas quantidades de extrato, o que € importante se a
substancia ou extrato sdo escassos, como é o caso de muitos produtos naturais
(OSTROSKY et al.,, 2008, NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008; DAS; TIWARI;
SHRIVASTAVA, 2010).
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4.4 Atividade Citot6xica In Vitro

Citotoxicidade é capacidade de um composto para induzir a morte celular
(EISENBRAND et al., 2002). Porém, para citotoxicidade in vitro, outros fatores
além da morte celular podem ser levados em conta, tais como adesédo celular,
alteracbes morfolégicas, alteracbes adversas a taxa de crescimento celular
(NILES; MORAVEC; RISS, 2008; NILES; MORAVEC; RISS, 2009). Mesmo assim,
métodos in vitro apresentam vantagens em relacdo aos in vivo, como por exemplo,
o fato de poderem limitar o nUmero de varidveis experimentais, obtencédo de dados
significativos mais facilmente além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais
curto (ROGERO et al., 2003). Sistemas in vitro sdo utilizados principalmente para
fins de screening e para gerar perfis toxicolégicos mais abrangentes. Eles tém,
também, potencial para estudos de efeitos locais ou em tecidos alvo. Testes nao
animais, incluindo abordagens baseadas em analise computacional e em ensaios
in vitro, fornecem ferramentas importantes para melhorar a extrapolacdo in vitro /
in vivo em seres humanos (EISENBRAND et al., 2002).

4.4.1 Principais Classes de Ensaios de Citotoxicidade

Cerca de 20 métodos sdo usados para os ensaios de toxicidade, que sao
escolhidos dentre aqueles tradicionalmente utilizados em estudos de mecanismos
referenciados em varios textos disponiveis na literatura sobre Toxicologia in vitro.
A validade é geralmente estabelecida como resultado de uma utilizacao frequente
em laboratério, seguido pela repeticdo e confirmacdo por outros. Finalmente, o
método de avaliacdo, termina se estabelecendo mais como uma questdo de
conveniéncia para o laboratério, em particular se o ensaio pode ser facilmente
encaixado na rotina das instalacbes do laboratorio. Os métodos sao
necessariamente semelhantes: as células sdo expostas a diferentes
concentracdes da substancia durante um periodo de tempo, apos o qual o grau de

inibicdo da viabilidade ou condicdo funcional é medida (BARILE, 1997;
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EISENBRAND et al., 2002; NILES; MORAVEC; RISS, 2008; NILES; MORAVEC,;
RISS, 2009).

Barile (1997) faz um resumo dos principais critérios e dos métodos para
avaliacdo da inibicdo ou injaria (Quadro 3), servindo de bases para a escolha de

acordo com 0 mecanismo a ser avaliado.

Quadro 3 - Alguns critérios gerais de toxicidade comuns para linhagens celulares

em cultura

Critério Método para determinagado do grau de inibicdo ou injdria

Morfologia celular Analise histologica usando microscépio Optico; analise de ultra-
estrutura por microscopia eletrdnica de transmissao.

Crescimento celular Contagem celular; freqiiéncia mitética usando-se analise cariotipica;
sintese de ADN.

Divisdo celular Formacédo de clone.

Metabolismo celular Cadeia glicolitica; incorporagdo de precursores marcados com
is6topos como indicadores de macromoléculas sintetizadas; ensaios
para proteinas especificas, horménios e enzimas.

Coloracéo celular Imunohistoquimica ou coloragao citoquimica para proteinas, enzimas
e carboidratos.

Membrana celular Disperséo de marcadores isotopicos; dispersdo de enzimas (lactato,
desidrogenase-glucuronidase), formacéo de vesiculas, a absorc¢ao de

azul de tripan.

Mitocondrias Integridade mitocondrial, usando-se o ensaio do MTT.
Lisossomos Método de coloragéo vital, usando-se o ensaio do vermelho neutro.
Ribossomos Sintese de macromoléculas; inducéo ou inibicdo de enzimas

Fonte: Adaptado de Barile (1997)

O ensaio mais versatil € do MTT, onde o sal de tetrazolio, brometo de 3 -
(4,5-dimetil-tiazol-2-il) -2,5- difeniltetraz6lio (MTT), é ativamente absorvido nas
células e reduzido numa reacdo mitocondrial dependente para se obter um
produto formazano. O produto se acumula no interior da célula, uma vez que nao
pode passar através da membrana celular. Apos adicdo de DMSO, isopropanol ou
outro solvente apropriado, o produto € solubilizado e libertado sendo facilmente
guantificado colorimetricamente. A capacidade das células para reduzirem o MTT



fornece uma indicacéo de integridade e atividade mitocondrial, que é interpretada
como uma medida da viabilidade celular. O ensaio € adequado para uma
variedade de linhagens celulares, sendo visualizados o crescimento exponencial
em cultura e um relativamente elevado nivel de atividade mitocondrial. Segundo
protocolo usual, durante as duas horas finais de incubacdo com uma solucao de
MTT a 0,5% em meio de crescimento a 37° C, o meio mais MTT é entéo
substituido por DMSO e agitado durante cinco minutos. As placas sao lidas a 550
nm com um leitor de microplacas, contra uma referéncia ndo contendo células
(BARILE, 1997; NILES; MORAVEC; RISS, 2008; NILES; MORAVEC; RISS, 2009).
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No desenvolvimento deste trabalho foram conduzidos experimentos para
determinacdo da atividade antibacteriana dos extratos e do 6leo essencial de G.
parvulum, bem como, para avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos. Foram
realizados experimentos visando a caracterizacao farmacognaéstica, analisando-se

aspectos micoquimicos, fisicos e caracteristicas morfoanatémicas.

5.1 Coleta, Preservacao e Identificacdo de Ganoderma parvulum

Os basidiomas foram coletados, preservados e identificados segundo a

metodologia usual na taxonomia de fungos basidiomicetos.

5.1.1 Local das Coletas

As coletas foram realizadas numa area de remanescente de mata atlantica
pertencente a Estacdo Ecoldgica de Caetés (ESEC-Caetés). Segundo
Pernambuco (2006), a ESEC-Caetés (Fig. 23), localiza-se no Municipio do
Paulista, integrante da Regido Metropolitana do Recife, Estado de Pernambuco,
na regido Nordeste do Brasil. Situa-se entre 7°55'15” e 7°56°30” de latitude Sul e
34°55’15” e 34°56’'30” de longitude Oeste de Greenwich. Ocupa uma area de 157
hectares, correspondendo a 1,54% da area do municipio. Limita-se ao Sul com o
Rio Paratibe; ao Leste com a antiga fabrica da Amorim Primo S.A.; ao Oeste com
a Fazenda Seringal Velho e ao Norte com a PE-18, na divisa entre os municipios
de Paulista e Abreu e Lima

Morfoclimaticamente, a ESEC-Caetés esta sob o Dominio Tropical
Atlantico, formada por planicies de inundacdo predominantemente meandricas e
solos superpostos, fortissima decomposi¢cao de rochas e intensa mamelonizacao.
A regido onde esta localizada a ESEC — Caetés, sofre as mesmas influéncias

climaticas e apresenta caracteristicas semelhantes ao municipio do Recife,



localizado na regido do Litoral, apresentando no decorrer do ano dois periodos de
seis meses, um com frequentes e abundantes precipitacdes (de marco a agosto) e
outro de relativa estiagem (de setembro a fevereiro) (ANDRADE; SETTE, 1969;
PERNAMBUCO, 2006).

Ainda segundo Pernambuco (2006), a vegetacdo caracteriza-se por ser
uma formacdo exuberante, em que espécies arbdreas de porte mais elevado
atingem alturas em torno dos 20 metros. O dossel reflete, na irregularidade com
gue se apresenta 0s sucessivos cortes dos individuos arbéreos de médio a alto
porte. A rigor, ndo se pode destacar um estrato de emergentes, mesmo naqueles
trechos em que a interferéncia humana se fez sentir com menor intensidade,
estando a area classificada de acordo com o sistema adotado por Andrade Lima,

entre as florestas megatérmicas pluviais perenifolias.
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Data das imagens: 27 de Jan de 2007 7°55'36.05"S  34°55'54:11"0! elev. 60 m Altitude do ponto d

Figura 23 — Vista aérea da ESEC — Caetés Fonte: Google Earth, em 03/10/2010

5.1.2 Metodologia das Coletas

O procedimento de coleta seguiu o descrito por Gibertoni e Cavalcanti

(2000) e Gibertoni (2004), onde, no campo, 0s espécimes foram coletados
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manualmente com auxilio de faca e acondicionados em sacos de papel. No
laboratorio, foram feitas anotacfes relativas a cor das superficies abhimenial e
himenial, do contexto, dos tubos e da margem e anotacdes relativas a largura,
altura e espessura do basidioma.

Os espécimes coletados apresentaram uma similaridade morfolégica que
levou a identificd-los como sendo G. parvulum. Para os estudos do presente
trabalho visando a padronizacdo dos resultados, foram usados espécimes
coletados no mesmo dia e no mesmo ponto de coleta. Uma parte do material
coletado foi preservada e herborizada segundo Fidalgo e Bononi (1989) e enviado
para identificacdo no Herbario Padre Camille Torrand - URM do Departamento de
Micologia da Universidade Federlal de Pernambuco, onde espécimes testemunhos
estdo depositados sob a numeracdo URM 83795, e o restante foi utilizado para
obtenc¢ao dos extratos.

5.2 Preparacao dos Extratos e Abordagem Micoquimica

Com base na literatura sobre estudos realizados no género, para a
prospeccdo micoquimica e para avaliacdo das atividades bioldgicas, foram

utilizados os extratos metanodlicos e em acetato de etila.

5.2.1 Drogas, Reagentes, Materiais e Equipamentos

No presente trabalho foram usadas as seguintes drogas, reagentes,

materiais e equipamentos:

e Acetato de etila P.A. (MERCK)

e Acetona P.A. (VETEC)

e Acido acético P.A. (MERCK)

e Acido cloridrico P.A. (MERCK)

e Acido formico P.A. (MERCK)

e Acido sulftrico P.A. (MERCK)

e Anidrido acético P.A. (MERCK)
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Balanca analitica Gehaka mod. BG 1000
Benzeno P.A. (MERCK)

Butanol P.A. (MERCK)

Céamara de CO,

Camara ultravioleta (250-365 nm) Crhomato Vue
Camera fotogréafica Kodak mod. Easy Share 2915
Cloroférmio P.A. (MERCK)

Colunas cromatograficas

Estufa bacterioldégica Quimis

Estufa Precision Thelco

Eter P.A. (MERCK)

Gel de silica 70 — 230 Mesh (MERCK)

Leitor de ELISA

Meio AN (OXOID)

Meio BHI (MERCK)

Meio Muller Hinton (VETEC)

Meio Sabouraud (DIFCO)

Metanol P.A. (CINETICA)

Moinho de facas

Mufla

N-Hexano P.A. (MERCK)

Placas cromatograficas MERCK Art. 015533
Propanol P.A. (MERCK)

Rotaevaporador BUCHI

Tamizador vibratério Ber Fel® modelo 2499
Tolueno P.A. (MERCK)

Vanilina P.A. (CARLO ERBA)

Vidrarias de uso rotineiro

B — Amirina P.A. (MERCK)

B — Sitosterol P.A. (MERCK)
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5.2.2 Preparacédo dos Extratos

Os basidiomas foram secos em estufa a 48 £ 2 °C por 72 h e em seguida
triturados em moinho de facas. Quinhentos gramas do pé foram submetidos a
maceracéo a frio em 1500 mL de Metanol ou acetato de etila por 48 h, mantidos
ao abrigo da luz e agitados 3 vezes a cada 24 h. Em seguida foi procedido a
fillracGo e a solucdo obtida foi concentrada em pressdo reduzida em
rotaevaporador a 40 °C e o residuo obtido, apds evaporacdo total do solvente,
correspondendo ao extrato metandlico (rendimento de 3,12%) ou em acetato de

etila (rendimento de 2,32%) de G. parvulum.

5.2.3 Abordagem Micoquimica

O perfil micoquimico de G. parvulum foi obtido por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA), aplicando-se aliquotas de 10 puL dos extratos
em placas cromatograficas de gel de silica (Merck-Alemanha, art. 105554),
empregando-se fases mdéveis e reagentes adequados a caracterizacdo das
classes de substancias a serem estudadas (Quadro 4). Foram analisadas as
presencas dos seguintes metabodlitos secundarios: alcaldides, terpendides
(monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides, triterpendides, esterdides
iridéides) polifendis (cumarinas, derivados cinamicos, fenilpropanoglicosideos,

flavondides).

Quadro 4 - Condicbes cromatograficas para o screening micoquimico

METABOLITO SISTEMA DE REVELADOR | REFERENCIA
ELUICAO
Alcaléides AcOET- n-PrOH-H,0O Dragendorff (WAGNER,
(5,7:3,2:1,3 vIv) 1996)
Monoterpendides, Benzeno — AcOEt Vanilina/ acido (WAGNER,
Sesquiterpendides e (97:3 viv) sulfarico 1996)
Diterpendides




METABOLITO SISTEMA DE REVELADOR REFERENCIA
ELUICAO
Triterpenos e Esteroides Benzeno —ACOEt Lieberman/ HARBORNE,
(80:20 viv) Burchard 1998)
Iridoides EtOAc — HCOOH - Vanilina/ acido HARBORNE,
AcOH - H,0 sulfdrico 1998)
(100: 11: 11: 26 vIv)
Cumarinas Eter-Tolueno-AcOH u.v (WAGNER,
10% 1996)
(50:50:50 v/v)
Derivados cindmicos EtOAc — HCOOH - NEU (WAGNER,
AcOH - H,O 1996)
(100:11: 11: 26 viv)
Fenilpropanoglicosideos EtOAc — HCOOH — NEU (WAGNER,
AcOH - H,0O 1996)
(100:11:11: 26 viv)
Flavonoides EtOAc — HCOOH - NEU (WAGNER,
AcOH - H,0 1996)
(100:11:11: 26 viv)

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.4 Cromatografia em Coluna Aberta em gel de Silica do Extrato em Acetato de
Etila

Dois gramas e meio do extrato em acetato de etila foram cromatografados
em coluna aberta, usando-se como fase estacionaria gel de silica com
granulometria entre 0,05 — 0,2 mm, empacotada e eluida inicialmente com n-

hexano, elevando-se a forca de eluicdo por adicdo gradativa de cloroférmio nas
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proporcées de 99:1 a 0:100 (v/v). Em seguida, continuou-se elevando a forca de
eluicdo adicionando-se EtOAc gradativamente ao CHCI3, nas propor¢cdes de 99:1
a 0:100 (CHCI3/AcOEt, viv).

5.3. Extrac&o e Caracterizacdo do Oleo essencial de G. parvulum

A extracdo do Oleo essencial de G. parvulum foi realizada por
hidrodestilagdo, onde 550 g do p6é do basidioma foram adicionados junto com 1L
de agua destilada a um aparato de hidrodestilagdo do tipo Clenvenger e aquecido
a uma temperatura de 110 + 2° C, durante 4 h. Apdés esse periodo, foram
coletadas as fracdes que foram armazenadas em frasco ambar e armazenadas
sob refrigeracdo a 10° C. Em seguida, o material coletado foi transferido para funil
de separacdo e misturado com diclorometano e agitado vigorosamente. ApGs a
separacao, a fase orgéanica foi separada e seca em sulfato de sodio anidrico e o
Oleo separado do solvente em evaporador rotativo sob baixa pressdo. O 6leo
obtido foi seco em sulfato de sodio anidro, acondicionado em frasco ambar,
lacrado e armazenado a -18° C (JONG; BIRMINGHAM, 1993). . Uma parte do 6leo
foi encaminhada para analise em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrografo

de massas e a outra foi encaminhada para avaliacdo da atividade antibacteriana.

5.3.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectroscopia de Massas (CG/EM) do
Oleo Essencial de G. parvulum.

O odleo essencial foi analizado num CG/EM Shimadzu QP 2010 (Shimadzu,
Japao) equipado com uma coluna OV-5 (30 m x 25 mm, 0,25 um de espessura).
Hélio foi usado como gas carreador, a uma vasao de 0,7 mL/min, e o volume de
injecdo foi de 1 pL. A temperatura da coluna foi mantida inicialmente a 25° C e
elevada a 50° C a uma taxa de 5° C/min; de 60 a 120° C, numa taxa de 6° C/min. e
de 120-230° C, a uma taxa de 8° C/min, sendo esta ultima temperatura mantida
por 16 minutos. A tentativa de identificacdo dos compostos provaveis foi realizada
por comparacdo dos espectros de massa de cada pico com os dados da biblioteca

Wiley 229 MS e com dados encontrados na literatura.
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5.4 Estudos Morfoanatdmicos de G. parvulum

Visando a identificacdo precisa da droga fungica, dados morfolégicos do
basidioma de G. parvulum foram registrados quanto a colora¢do, o comprimento
do estipe, didmetro e forma do pileo, espessura do contexto, a presenca de
deposicdo de material resinoso, a forma dos poros, o numero de poros por
milimetro, e a estratificacdo (SILVA e GIBERTONE, 2006; TORRES-TORRES e
GUSMAN-DAVALOS,  2012; TORRES-TORRES;  GUZMAN-DAVALOS;
GUGLIOTTA, 2012).

Foram realizadas observacdes microscopicas, em microscopia de luz, de
cortes a mao livre das superficies himenial e abhimenial do pileo, do estipte e do
contexto, usando-se laminas de aco inoxidavel. Os cortes foram acondicionados
em agua destilada e transferidos para laminas de microscopia contendo uma
solucdo aquosa de hidréxido de potassio a 0,5 %. Foram feitas observacdes
corando-se o material com azul de Amann ou com Reagente de Melzer (SILVA e
GIBERTONE, 2006; TORRES-TORRES e GUSMAN-DAVALOS, 2012).

5.5 Estudos Fisicos do P6 de G. parvulum

Foram avaliados o teor de cinzas totais, a perda por dessecacdo, a
granulometria do pé (basidiomas triturados em moinho de facas) e a anélise

microscopica do po.

5.5.1 Perda por Dessecacao

A perda por dessecacgdo foi expressa em percentual, de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (2010), onde 2 g do p6 foram transferidos para um pesa
filtro previamente dessecado e pesado. Em seguida a amostra mais o pesa filtro
foram pesados e transferido para uma estufa aquecida a 105 °C, permanecendo
por 2 h. Apds esse periodo a amostra foi arrefecida até a temperatura ambiente
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num dessecador e pesada novamente. O procedimento foi feito em triplicata e

repetido duas vezes.
5.5.2 Cinzas Totais

A porcentagem de cinzas totais em relacdo a amostra seca ao ar foi
determinada de acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010). Foram transferidos 3
g da amostra para um cadinho de porcelana dessecado e pesado. Em seguida o
cadinho contendo a amostra foi pesado e levado para uma mufla aquecida a 600 £
25 °C, até que todo carvao foi eliminado. Apds, o material foi arrefecido em
dessecador e em seguida pesado. O procedimento foi feito em triplicata e repetido

duas vezes.

5.5.3 Granulometria do P6 de G. parvulum

A granulometria do pé foi determinada segundo ALLEN JR, POPOVICH e
ANSEL (2007) e pela Farmacopéia Brasileira (2010). Foram transferidos 10 g do
p6é para um tamizador vibratério Ber Fel® modelo 2499, com uma sequéncia de
tamizes com abertura de malha de 850 um, 425 um, 250 um e 90 um. Em seguida
o equipamento foi mantido a 60 vibra¢des por minuto durante 15 minutos, ap6s o
ciclo de vibragdo, o material retido em cada tamiz e na bandeija de fundo foi

pesado. A analise foi realizada em triplicata em trés repeticos.

5.5.4 Anélise Microscopica do Po

Cerca de 0,5 g do p6 foi suspenso em 20 mL de solugéo salina e observado
diretamente, sob microscopia de luz, usando-se ou ndo reagente de Melzer. O
objetivo foi observar a presenca de estruturas que pudessem fornecer elementos

para identificacdo de G. parvulum como sendo realmente a droga fungica.
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5.6 Avaliacéo das Atividades Bioldgicas

Foram avaliadas as atividades antibacteriana dos extratos e do 6leo
essencial, e citotoxica dos extratos de Ganoderma parvulum.

5.6.1 Atividade Antibacteriana dos Extratos Metanodlico e em Acetato de Etila de G.

parvulum

Para atividade antimicrobiana foram utilizadas linhagens da cole¢céo de
microrganismos do Departamento de Antibiéticos da UFPE (UFPEDA),

representadas por bactérias gram positivas e negativas (Quadro 5).

Quadro 5 - Microrganismos ensaiados para avaliacdo da atividade antimicrobiana

dos extratos metanélico e em acetato de etila

MICRORGANISMOS N° DE REGISTRO
NA UFPEDA
Bactérias Gram +
Staphylococcus aureus 02
Bacillus subtilis 86
Micrococcus luteus 100

Bactérias Gram -
Escherichia coli 224

Klebsiella pneumoniae 396

Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliagdo da atividade antibacteriana dos extratos metanolico e em
acetato de etila de G. parvulum foi realizada usando-se adaptacdo do método
descrito por Bauer et al. (1966) e OSTROSKY et al. (2008), onde as bactérias
foram cultivadas em caldo Mueller-Hinton a 37 ° C e ap0s 6 horas de crescimento,
foram plagueadas em meio a ser testado. ApOs crescimento, as bactérias foram

suspensas em solucéo fisiolégica até atingir a turbidez equivalente a 0,5 na escala



de McFarland, sendo inoculado na superficie do meio contido em placas de Petri
de 90 mm de diametro. Em seguida, discos de papel xarope (6 mm de diametro)
embebidos com 20 ul de cada extrato (300 ug / disco), previamente preparados
para a evaporacdo total dos solventes, foram depositados nas superficies das
placas. A gentamicina foi utilizado como padréo (10 ug).

As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h. Apos este periodo, as
zonas de inibicdo foram observadas e mensuradas. A atividade antibacteriana foi
considerada positiva apenas para os discos onde a formacéo de halos de inibigao
ocorreram igual ou maior do que 10 mm de diametro (OSTROSKY et al., 2008),
medidos com uma régua milimétrica. Para cada tratamento, foram utilizadas trés

repeticoes.

5.6.1.1 Determinagéo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos Extratos

Metanoélico e em Acetato de Etila

Para a determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM), foi utilizada a
técnica da microdiluigdo em placas de 96 pogos com fundo em “U” (OSTROSKY et
al.,2008; SANTOS et al., 2010). A cada poco, foi adicionado o meio de Muller-
Hinton mais 5 pL do inoculo bacteriano, obtendo-se a concentracdo de 0,5 na
escala de McFarland. Em seguida foi adicicionado o extrato nas concentracdes
testadas (1000 - 7,8 pg x mL™) dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO 2,5%),
obtendo-se um volume final de 100 pL. Gentamicina foi utilizada como controle
positivo na concentracéo de 10 pg x mL™?, sendo o meio mais DMSO e o inéculo
bacteriano, como controle negativo. As placas foram incubadas a 37 + 1 °C
durante vinte e quatro horas quando 15 pL de uma solucdo aquosa de resazurina
0,01% foram adicionados e ap0s quatro horas de incubacéo, a leitura foi realizada.
Resazurina facilita a verificacdo da presenca de crescimento microbiano, porque a
cor azul indica a auséncia de crescimento microbiano, quando uma cor vermelha,
indica a presencga do crescimento de células viaveis. Para a determinagéo da CIM

foram usados as seguintes linhagens bacterianas: S. aureus UFPEDA 02, B.
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subtilis UFPEDA 86, M. luteus UFPEDA 100, E. coli UFPEDA 224 e K.

pneumoniae UFPEDA 396. Todo o experimento foi realizado em triplicata.

5.6.2 Avaliacdo da Atividade Antibacteriana do Oleo Essencial de G. parvulum

hY

Devido a volatilidade do 6leo essencial, a avaliacdo da atividade
antibacteriana foi realizada pela variante da técnica de difusdo em Agar, usando-
se pocos (GROVE e RANDALL, 1955; QUERESHI et al., 2010). Para a
padronizacdo da concentracdo do inoculo foi utilizada uma concentracdo padréo
de 0,5 na escala McFarland. Um mililitro da suspensao do inéculo foi aplicado
sobre a superficie da placa de Petri de 90 cm de diametro contendo o meio Muller-
Hinton Agar. ApOs a inoculacdo, as placas foram mantidas a temperatura
ambiente durante 20 minutos e foram feitos po¢cos com a ajuda de um vazador
metalico de 6 mm de diametro, sendo adicionados 50 pL e 70 pyL do Oleo
essencial, em triplicata. Para o controle positivo foi utilizada a gentamicina e a
concentracdo ajustada para se obter 10 pug por poco. Em seguida, as placas foram
mantidas durante 20 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, incubadas
aerobicamente a 37 £ 1 °C durante vinte e quatro horas, quando os diametros das
zonas de inibicdo foram medidos com uma paquimetro. Todo o experimento foi
realizado em triplicata.

Para atividade antimicrobiana do 6leo essencial foram utilizadas linhagens
da colecdo de microrganismos do Departamento de Antibidticos da UFPE

(UFPEDA), representadas por bactérias gram positivas e negativas (Quadro 6).



Quadro 6 - Microrganismos ensaiados para avaliagao da atividade antimicrobiana

do dOleo essencial de Ganoderma parvulum

MICRORGANISMO N° DE REGISTRO
NA UFPEDA
Bactérias Gram +
Staphylococcus aureus 02
Bacillus subtilis 86
Micrococcus luteus 100

Bactérias Gram -

Escherichia coli 224
Klebsiella pneumoniae 396
Pseudomonas aeruginosa 416

Fonte: Elaborada pelo autor.
5.6.2.1 Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) do Oleo Essencial

A determinagcdo da CIM do dleo essencial seguiu a mesma metodologia
utilizada para a determinacdo da CIM para os extratos (5.6.1.1), apenas
adicionando-se a cada poco, o meio Muller-Hinton suplementado com 0,7% de
agar, 5 pL do inoculo bacteriano equivalente ao padrdo 0,5 da escala McFarland, a
concentracdo do 6leo testado (1.000 - 31,25 pg x mL™), dissolvido em dimetil
sulfoxido (DMSO) , perfazendo um volume final de 100 pl. A droga usada como
padréo foi a gentamicina na concentracéo de 40 ug x mL™* e o meio mais DMSO e
0 inéculo bacteriano, como o controle negativo. Foram utilizadas as mesmas
linhagens bacterianas usadas na avaliacdo da atividade antibacteriana do 6leo

essencial (Quadro 6).



5.7 Avaliacdo da Citotoxicidade dos Extratos Metandlico e em Acetato de
Etila

Os potenciais citotdxicos dos extratos metandlico e em acetato de etila de
G. parvulum foram avaliados pelo ensaio do sal de tetrazélio, brometo de 3 - (4,5-
dimetil-tiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazolio (MTT) (MOSMANN, 1983), frente a duas
linhagens de células tumorais humanas: HEp-2 (carcinoma epidermoéide da
laringe humana) e HT-29 (adenocarcinoma de célon humano), obtidos a partir do
Banco de Célula no Rio de Janeiro, Brasil. As linhagens de células foram mantidas
no meio DMEN suplementado com 10% de soro fetal bovino (PBS), 100 U/mL de
penicilina e 100 mg / mL de estreptomicina, a 37 °C em estufa de CO, a 5%. Em
seguida, a metodologia usual foi seguida para a determinacdo do potencial
citotéxico, em que as células foram transferidas para placas de 96 pocos, a 1x 10°
células/mL. Os extratos foram diluidos em DMSO a 0,1% e testado em
concentracdo Unica de 50 pg/mL, em quadruplicata. Apés 72 h de incubacao, as
amostras foram retiradas cuidadosamente e, em seguida, os pocos foram lavados
com 300 uL de PBS, e adicionado 200 pL de MTT a 0,5 mg/mL e incubado nas
mesmas condi¢bes anteriores. Trés horas mais tarde, o MTT foi retirado e o
formazano produzido foi dissolvido em 400 pL de DMSO, sendo a placa mantida
sob agitacdo por 30 min para a solubilizacdo dos cristais de formazana. Em
seguida a absorvancia foi aferida a 595 nm em leitor para enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Doxorrubicina foi usado como o padrdo. Os
experimentos foram realizados em duplicata e foram analisados de acordo com

suas meédias e desvios-padrao.
5.8 Analise Estatistica
Os resultados foram avaliados por analise unidirecional de variancia

(ANOVA). As diferencas significativas foram analisadas pelo teste de Tukey (p
<0,05).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas metodologias propostas e usadas no presente trabalho,
foram alcacados resultados inéditos quanto a prospec¢ado micoquimica, como a
presenca de fenil propano glicosideos, derivados cindmicos e flavonoides; quanto

a composicao do 6leo essencial; e quanto as atividades biologicas.

6.1 Abordagem Micoquimica de Ganoderma parvulum

A prospeccdo micoquimica (Tabela 1) identificou a presenca de triterpenos
e esteroides como metabolitos secundarios majoritarios que podem ser usados
como marcadores quimicos, bem como tendo uma relagdo com a atividade
biolégica (MILES E CHANG, 1997; SMANIA et al., 2003; ZJAWIONY, 2004; FAN
et al., 2006). No extrato metandlico de G. parvulum foram detectadas a presenca
de mono, sesqui e diterpenos, triterpenos e esterdides, sendo detectados,
também, fenilpropanoglicosideos derivados cindmicos e flavonoides. No extrato
em acetato de etila, evidenciou-se apenas a presenca de terpenos (mono, sesqui,
diterpenos, triterpenos e esterdides). Triterpenos e esterodides isolados de varias
espécies de Ganoderma, particularmente G. lucidum, possuem vérias atividades
biol6gicas relatadas, dentre as quais destacam-se a atividade antimicrobiana
(MILES e CHANG, 1997; SMANIA et al.,, 2003; ZJAWIONI, 2004; FAN et al.,
2006), antitumoral (MILES e CHANG, 1997; XU et al., 2010; MOHSIN et al., 2011).

Tabela 1- Screening Micoquimico por CCD dos extratos metandlico e em acetato
de etila de Ganoderma parvulum

Classe de Metabadlito Extrato Metandlico Extrato em Acetato
de Etila
Alcaloides - -
Mono, Sesqui e Diterpenos + +
Iridoides - -
Triterpenos e Esteroides + +
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Classe de Metabdlito Extrato Metanélico Extrato em Acetato

de Etila
Fenilpropanoglicosideo + _
Cumarinas - -
Derivados Cinamicos + -
Flavondides + -

Fonte: Elaborada pelo autor

Nas condi¢cbes cromatograficas empregadas no presente trabalho, nao
foram encontrados alcal6ides (Figura 24). De uma forma geral, sdo poucos 0s
relatos para alcaldides em Ganoderma, como por exemplo, Liu et al. (2010)

descrevem um alcaloide, a sinesina, para G. sinense.

01 P
Figura 24 - Cromatograma revelado para alcalbides: 01 — Ganoderma parvulum; P

— Padréo (N,N-dimetiltriptamina, fonte: jurema preta Mimosa tenuriflora)
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Para os monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (Figura 25); esterdides
e triterpenos (Figura 26), ambos o0s extratos demonstraram riqueza nestes
compostos, 0 que se pode constatar também pela vasta citacdo na literatura para
0 género Ganoderma (SMANIA et al., 2003; ZJAWIONY, 2004; LINDEQUIST;
NIEDERMEYER; JULICH, 2005; POUCHERET; FONS; RAPIOR, 2006; FAN et al.,
2006; COY; NIETO, 2009; MOHAMMED et al., 2009).

=&
s
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il P
Figura 25 - Cromatograma revelado para Monoterpenos, Diterpenos e

sesquiterpenos: 01 — extrato metandlico de G. parvulum; 02 —
extrato em acetato de etila de G. parvulum; P — Padrdo (Timol)

Figura 26 - Cromatograma revelado para Esterdides e triterpenos visualizado sob
luz UV (365nm): 2 — extrato em acetato de etila de G. parvulum ; 3 —
extrato metandlico; P — Padrao (A: B-Amirina, B: B-Sistosterol e C:
Acido urs6lico)
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Como indicativo da presenca de fenilpropanoglicosideos, foi observado se
surgiam manchas tenuamente azuladas quando as placas eram reveladas em
camara de UV (365 nm) e se essas manchas mudavam de cor apos revelacéo
com reagente NEU e nova observacéo no UV, passando de azul para verde-limao.
Nenhum dos extratos ensaiados evidenciou a presenca de fenilpropanoglicosideos
nas condicbes cromatograficas deste trabalho. Se nas mesmas condicdes, as
manchas ténues azuis mudassem para azul fortemente fluorescente, seria um
indicativo da presenca de derivados cinamicos, o que nao ocorreu nas condigdes
cromatograficas deste trabalho. O cromatograma do extrato metandlico de G.
parvulum s6 foi sugestivo para a presenca de flavonoides (Figura 27) quando
desenvolvido na fase movel (100: 2: 2 — AcOEt:HCOOH:AcOH). Porém, na
particio em acetona-dgua 3:1 do extrato metandlico, quando revelada nas
condi¢des descritas acima, foram sugestivas para fenilpropanoglicosideos e para
derivados cinamicos (Figura 28), indicando a presenca dessas classes de

metabolitos secundarios para o fungo G. parvulum.

Figura 27 - Cromatograma revelado para Flavonoides: 1 — Extrato metandlico; P —
Padréao (A: luteolina 7-glicosideo; B: acido clorogénico; C: luteolina 7-
rutinosideo. Fonte: Alcachofra Cynara scolymus L)
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Figura 28— Cromatograma da particdo em acetona-agua 3:1 do extrato metandlico
- fase movel: EtOAc — HCOOH — AcOH — H,0O (100 : 11 : 11 : 26 v/v);
revelador: Reagente de NEU. Setas brancas: flavondides; setas

laranjas: fenilpropanoglicosideos; seta amarela: derivados cindmicos

6.1.1 Separacdo em Coluna de Gel de Silica do Extrato em Acetato de Etila

As fracOes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada
(CCD), usando-se fases moéveis e reveladores adequados para triterpenos e
esterdides e agrupadas de acordo com o perfil micoquimico. Entretanto a
guantidade de bandas dificultou a purificacdo, mesmo quando as fracbes eram
repassadas nas colunas, variando-se os sistemas de eluicdo. Como alternativa,
algumas fragbes com menos bandas foram submetidas a CCD preparativa em
placas de vidro 20 x 20, tendo como fase estacionaria silica F 254 Merck. Apés a
migracdo, as placas foram reveladas em luz UV a 365 nm e 254 nm, sendo
coletado o material separado junto com a silica, ressuspendido em cloroférmio,
filtrado e analizado. Com isso, foi possivel a purificacdo de uma substancia
(Figura 29), porém numa pequena quantidade (5 pg), impossibilitando a realizacao

de técnicas de espectroscopia para sua elucidacéo.
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A substancia purificada, submetida a CCD tendo como fase moével o
sistema diclorometano: metanol na proporcdo de 9:1, quando observada sob luz
UV a 365 nm, ou quando revelada para triterpenos e esteroides, apresentou Rf ~
0,93, 0 que segundo Wagner et al. (2011), tem uma grande probabilidade de ser o
ergosterol. O ergosterol é um esterdide presente na membrana plasmatica ou
esterificado a acidos graxos no citosol ou ligados as organelas de fungos.
Apresenta varias atividades biolégicas, desde antitumoral a precursor da vitamina
D 2, anti HIV, dentre outras (KOBORI, 2007; VILLARES et al., 2012).

A B

Figura 29 - Cromatograma da substancia purificada por CCD preparativa.

Cromatograma revelado sob luz UV: (A) 365 nm; (B) a 254 nm.

6.2 Extracdo e Caracterizacdo do Oleo Essencial de Ganoderma parvulum

O rendimentodo do 6leo essencial de G. parvulum foi de 0,06 % (p/p), que
pode ser considerado baixo comparado a outras espécies do género, como € o
caso de G. japonicum que teve um rendimento de 0,18 % (p/p) (LIU et al., 2009).

Os picos e os respectivos tempos de retengcdo encontrados na analise por
CG-EM do Oleo essencial de G. parvulum, nas condi¢cdes referidas, séo

apresentados na Tabela 2.
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Table 2 - Composicéo do 6leo Essencial de Ganoderma parvulum por CG-EM

pico Tempo de Area Altura AlA Area%  Altura %
retencao
(min)

1 8, 028 144916 89557 1,58 0,75 0,64

2 10,784 50335 40755 1,22 0,26 0,29

3 11,036 18394091 13326863 1,38 95,26 95,27

4 13, 016 459122 342690 1,33 2,38 2,45

5 13,855 188443 188443 1,38 1,35 1,35

Fonte: Elaborada pelo autor

O primeiro pico, por comparacdo do tempo de retencdo e espectro de
massa (Figura 30 A), corresponde ao acido benzodico (KARTAL et al., 2002; LEE et
al., 2008). O &cido benzdico é encontrado em diferentes vegetais, mas também é
encontrada em cogumelos (LEE et al., 2008; ELZAAWELY, 2010). Lee et al.
(2008) mencionam que o acido benzdico € um dos conservantes mais usados na
indastria de alimentos, sendo utilizado em diferentes tipos de alimentos, como
refrigerantes, sucos de frutas, iogurtes, compotas de frutas, entre outros.

O segundo pico, por comparacdo do espectro de massa (Figura 30 B),
corresponde ao sesquiterpeno aristolona mono-oxigenado, 1,1,7,7a-Tetrametil-
1,1a,4,5,6,7,7a,7b-octahidro-ciclopropa[a]naftaleno-2-ona (EL-GOHARY, 2004).
Os sesquiterpenos do tipo aristolona, estdo presentes em diferentes organismos,
desde algas, plantas, esponjas, cnidarios, até mesmo em fungos (HARRIGAN,
1993; TAN et al., 2001). Exemplos interessantes de aristolonas em macrofungos,
sao rulepidol e lepidamina isolados de Russula lepida, sendo a lepidamina um dos
primeiros aristolonas sesquiterpenos alcaldides isolado na natureza (BOUFTIRA et

al., 2007). A atividade bioldgica de destaque exibida pela aristolona € atividade
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genotodxica, causando rupturas de filamentos duplos durante a mitose em
leveduras (HARRIGA, 1993).

O terceiro pico foi designado pela biblioteca e sugerido por comparagéao do
espectro de massas com a literatura (BOUFTIRA, 2007), como sendo 2,6-bis (1,1-
dimetiletil)-4-metil-fenol (Figura 30 C), composto produzido por certos organismos,
tais como organismos do fitoplancton (BABU, 2008) e pela planta halofita
Mesembryanthemum crystallinum, em que a presenca deste composto € uma
credencial para fins medicinais, cosméticos e industriais (BOUFTIRA, 2007).

De acordo com os dados espectrais e da literatura, o quarto pico é um
derivado de quinazolinona A, originado a partir da benzoilacdo do 3-amino-2-
hidroxi-4 (3H)-quinazolinona, (EI-DEEN, 2003), N-(2-hidroxi-4-oxo-4H-quinazolina-
3-il)-benzamida (Figura 30 D). Este composto apresenta um padrdo de
fragmentacdo muito semelhante ao apresentado por benzoato de metila [Ph-CO]",
justificando o pico de base a 105 m/z, que indica que é uma amida aromatica
(MHASKE e ARGADE, 2006).
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Figura 30 - Os espectros de massa dos compostos encontrados no 6leo essencial
de Ganoderma parvulum Murrill. A: acido benzéico; B: 1,1,7,7 a-
Tetrametil-1, 1a, 4,5,6,7,7 a, 7b-octa-hidro-ciclopropa [a] naftalen-2-ona;
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C: 2 6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metil-fenol e D: N-(2-hidroxi-4-oxo-4H-
quinazolina-3-il)-benzamida.

6.3 Estudos Morfoanatdmicos de G. parvulum

Morfologicamente, G. parvulum apresenta basidioma lateralmente estipitado
(Figura 31), medindo entre 5 e 10 cm apresentando estipe 1,0-7,0 cm de
comprimento e pileo espatulado ou reniforme de 1,8-7,0 x 2,0-7,0 cm, com uma
superficie laqueada, na cor marrom avermelhado, e uma superficie himenial
poroide com 4 poros/mm, mas isso pode variar de acordo Ryvarden (2004) de 3-6
poros/mm. No entanto, as caracteristicas fundamentais destacadas pelo Ryvarden
(2004) e por Torres-Torres e Guzman-Davalos (2012) é a presenca de linhas
escuras de deposicdo de material resinoso e coloracdo do contexto homogéneo
(Figura 32).

Figura 31 — Morfologia de G. parvulum - SH: Superficies himenial; SA: superficie

abhimenial
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Figura 32 — Contexto homogéneo. Setas: linhas de deposicdo de material
resinoso

Micromorfologicamente, a caracteristica marcante € o basididsporo
elipséide de parede dupla, marrom claro e ornamentado, com um comprimento
inferior a 10 um (Figura 33). Ryvarden (2004) considera que a espécie possa
apresentar basidiospors com comprimento aproximado de 7,5 a 9,5 um. Torres-
Torres e Guzman-Dévalos (2012) enfatizaram a importadncia da forma, cor e
tamanho de basidiosporos para identificar as espécies de Ganoderma de
superficie lacada.

Figura 33 — Basidiosporos ornamentado, de parede dupla, elipséide, medindo

menos que 10 ym. Barra: 10 pm
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A superficie abhimenial € do tipo crustahimeniderme apresentando hifas
clavadas (Figura 34). Segundo Torres-Torres e Guzman-Davalos (2012) a forma
das hifas da crustahimeniderme é mais importante do que o comprimento, uma

vez que este pode variar de acordo com a maturidade do basidioma.

Figura 34 — Hifas clavadas da crustahimenideme

Como ja mencionado, a espécie mais conhecida do género € G. lucidum,
gue € uma espécie muito semelhante a G. parvulum. As principais diferencas
entre os dois sdo: tamanho do basidioma que é menor (5 x 10 x 1 cm) em G.
parvulum (RYVARDEN, 2000) e maior (12-14 x 8-9 x 1,6 cm) em G. lucidum
(BHOSLE et al., 2010), o tamanho do basididésporos onde G. parvulum ndo excede
9,5 um de comprimento (TORRES-TORRES E GUZMAN-DAVALOS, 2012) e em
G. lucidum é maior do que 10 pm (7,5-8,5 pm x 11-13,5 um) de comprimento
(LOUGUEIRO-LEITE, 2005); o sistema hifalico em G. lucidum é trimitico
(BHOSLE, et al., 2010) e em G. parvulum é dimitico, s6 sendo visualizadas hifas
esqueléteas de parede espessa e com ramificacdes apicais, e hifas generativas
com seus caracteristicos grampos de conexao (Figura 35). No entanto, a principal
diferenca € a auséncia de um depdsito de material resinoso em G. lucidum
(Ryvarden, 2000). G. parvulum também é muito semelhante ao G. perzonatum e
G. weberianum, mas, em ambos, o contexto ndo é totalmente homogéneo, 0s

basidiosporos de G. perzonatum sdo maiores que 10 um e G. werbwrianum tem
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basidiésporos com pilares sublivres (TORRES-TORRES; GUZMAN-DAVALOS;
GUGLIOTTA, 2012).

Figura 35 - Tipos de hifas contextuais de G. parvulum - A: hifa generativa
evidenciando-se os grampos de conexdao, B: Hifa esquelétea

evidenciando-se uma bifurcagéo caracteristica

6.4 Estudos Fisicos do PO de G. parvulum

Os estudos fisicos do p6 de G. parvulum mostraram-se importantes na
caracterizacao e identificacdo da droga fangica, fornecendo dados inéditos para a

espécie.

6.4.1 Perda por Dessecacéao

O valor da perda por dessecacdo encontrada foi de 13% + 0,07, que
segundo Farias (2010) esta de acordo com a umidade maxima definida em
diferentes farmacopéias, que varia entre 8 e 14%. Isto porque 0 excesso de
umidade nas matérias-primas permite a acdo de enzimas que podem causar a
degradacéao dos constituintes quimicos e também permite o crescimento de fungos
e bactérias. O mesmo autor relata que o método gravimétrico é simples de
executar, determinando o percentual de material volatilizado ap6s a dessecacéo.
O método gravimétrico € indicado na Farmacopéia Brasileira, quando a agua néo
é a Unica substancia volatil (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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6.4.2 Cinzas Totais

Para cinzas totais, o valor obtido foi de 1,67% + 0,14, um valor muito
proximo aos obtidos por Mau et. al. (2001) para Ganoderma lucidum, que estavam
entre 1,77% £ 0,005 e 1,70%. £ 0,3. A determinagao do teor de cinzas, permite a
verificacdo de impurezas inorganicas nao-volateis, os quais podem estar

presentes como contaminantes (FARIAS, 2010).

6.4.3 Andlise Granulométrica do P6 de G. parvulum

Quanto ao grau de reducado de particulas, o diametro médio foi de 0,353
mm, o que indica que a droga pode ser considerado como um corte fino
(SONAGLIO et al., 2010). Pela distribuicdo de tamanho de particula (Figura 36), o
pé pode ser classificado como moderadamente espesso (FARMACOPEIA
BRASILEIA, 2010). O fato de ser considerado um corte fino, mesmo com uma
distribuicdo de tamanho de particula correspondente a de um pé moderadamente
espesso pode ser explicada pela facilidade de agregacédo das particulas, devido a

constituicdo filamentosa do micélio do fungo.
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Figura 36 - Distribuicdo granulométrica do p6 de G. parvulum
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6.4.4 Andlise Microscépica do po

A andlise microscopica € classicamente utilizada na verificacdo da
originalidade de drogas. A analise microscépica de drogas € valiosa para a
identificacdo de pequenos fragmentos de drogas brutas ou em po6 e na deteccdo
de adulteracdes, fornecendo mais informacdes do que a cor, odor e sabor como
pistas para a sua identidade e caracteristicas (YAUNGKEN,1943; BACCARIN et
al., 2009).

Com a analise microscopica do p0, foi possivel identificar elementos
importantes na caracterizacdo do género e para fornecer indicios da espécie.
Foram observados basididésporos caracteristicos do género Ganoderma (Figura 37
A), e como eram menores que 10 um, o que é descrito para G.parvulum
(TORRES-TORRES; GUZMAN-DAVALOS; GUGLIOTTA, 2012), esse dado
fornece fortes indicios para autenticacdo da espécie. Fragmentos distintos de hifas
esqueléteas (Figura 37 A e B), foram também observados, mas nao foram
observadas hifas generativas, que pode estar relacionado com a fragilidade destas
hifas, em relacdo ao processo de trituragdo dos basidiomas, porque as mesmas

permaneceram intactas no interior das massas miceliais (Figura 37 B).

Figura 37 - Elementos relevantes observados na andlise microscopica do po de
Ganoderma parvulum Murrill. A: Os fragmentos de hifas esqueléteas
(FSH) e basidiésporos caracteristicos do género Ganoderma (BG). B:

massa micelial (MM) e fragmentos de hifas esqueléteas (FSH).
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6.5 Avaliacdo das Atividades Bioldgicas

Quanto as atividades biologicas do extrato em acetato de estila e do 6leo
essencial os resultados foram muito promissores, principalmente a atividade
antibacteriana frente a cepas gram-positivas, para ambos, e frente a cepas gram-

negativas do Oleo.

6.5.1 Atividade Antibacteriana e Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos

Extratos Metandlico e em Acetato de Etila

O extrato metandlico induziu a formacdo de zonas de inibicdo de
didammetros menores que 10 mm sobre as bactérias testadas, sugerindo nao
haver atividade inibitoria. O extrato em acetato de etila teve atividade contra todas
bactérias testadas, tanto para gram-positivas, quanto para gram-negativas (Tabela
3).

Tabela 3 - Atividade antibacteriana dos extratos em acetato de etila (EACOEt) e
metandlico (EMeOH) e concentracdo inibitéria minima (CIM) do
extrato em acetato de etila de G. parvulum Murrill

86

Bactéria / AcOEt EMeOH Gentamicina CIM (pg/mL) do

Registro UFPEDA Zona de Inibiccao | Zona de Zona de Inibicdo EETOACc

em mm (¥ + DP) . _
Inibiggao em em mm (X + DP)

mm (E + DP)

Staphylococcus aureus | 12,00 £ 1,00 7,00 £1,00 20,00 + 2,00 500
02

Bacillus subtilis 86 13,00+ 1,00 7,00 +1,08 315+15 250
Micrococcus luteus 100 | 17,66 + 2,08 8,00 + 1,00 32,5+3,53 125
Escherichia coli 224 11,00+ 1,15 6,00+1,8 18,33+1,52 > 1000
Klebsiella pneumonia | 12,00 £ 1,75 6,00 £ 1,35 23,00+1,00 1000
396

Fonte: Elaborada pelo autor. ¥ = média em mm; DP= Desvio padr&o



Esta atividade € justificada pelo fato de que compostos representados por
esterdides, triterpenos e terpenos menores, sdo majoritarios no extrato em acetato
de etila. Smania et al. (2003) relatam a atividade de esterdides e triterpenos de
trés espécies de Ganoderma (G. applanatum, G. australe e G. anular). Quereshi et
al.(2010) demonstraram a atividade dos extratos de G. lucidum em etanol,
metanol, acetona e agua, contra bactérias gram- positivas e gram-negativas, e a
melhor atividade foi apresentada pelo extrato em acetona, a fraccdo que continha
a maioria dos terpenos e esterdides. No entanto, quando se considera a
concentracao inibitéria minima (Tabela 3), fica claro que a atividade € considerada
moderada apenas contra as bactérias gram-positivas, de acordo com a
classificacdo descrita por Holetz et al.(2002), onde extratos que apresentaram
uma CIM superior a 1000 pg/mL, foram considerados inativos; entre 501-1000
pug/mL, a atividade antimicrobiana foi fraca; de 100 a 500 pg/mL, a atividade
antimicrobiana foi moderada e menor do que 100 pg/ml, a atividade antimicrobiana

foi considerada boa.

6.5.2 Atividade Antibacteriana e Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do Oleo

Essencial de G. parvulum

O Oleo essencial de G. parvulum demonstrou atividade antimicrobiana
contra todas as bactérias gram-positivas e gram-negativas testadas (Tabela 4).
N&o houve diferencas significativas nos diametros dos halos de inibicdo formados
entre os volumes testados do 0Oleo essencial (70 e 50 pL), com excecao para a
Pseudomonas aeruginosa, em que as zonas de inibicdo maiores foram formadas
guando foi adicionado 70 uL do éleo.

As bactérias gram-positivas foram mais suscetiveis ao 6leo essencial de G.
parvulum que as bactérias gram-negativas, o que estd de acordo com o0s
resultados para os 6leos essenciais de varias plantas, por exemplo, Agienda et al.
(2010), atribuiram a suscetibilidade a complexidade da membrana celular, em que

as bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis, provavelmente devido a falta da
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parede externa. David et al. (2012) obtiveram resultados opostos para os 0leos
essenciais de diferentes macrofungos, onde as cepas gram-negativas foram mais
suscetiveis, mas o 6leo essencial de G. lucidum apresentou melhor atividade
contra cepas gram-positivas, como mostrado no presente trabalho para o 6leo

essencial de G. parvulum.

Tabela 4 - Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Ganoderma parvulum

Linhagem Bacteriana Registro Diametro (mm) da zona de inibicdo (X + DP)
UFPEDA

Gram-positiva 70 pL 50 pL Gen

Staphylococcus aureus 02 36,33°+ 0,33 35,33°+0,33  16,00°+ 1,75

Bacillus subtilis 86 31,33% 1,33 29,66% £ 0,66 19,00° + 2,00

Micrococcus luteus 100 56,66% + 1,66 54,66°+0,33  25,00°+3,2

Gram-negativa

Escherichia coli 224 25,0+ 0,57 25,66°+1,20 18,95°+1,52
Klebsiella pneumonia 396 21,0°+1,00 21,33*+0,33  20,5°+1,2
Pseudomonas aeruginosa 416 26,66% + 1,76 20,0° + 2,00 21.3°+0,35

Fonte: Elaborada pelo autor. Médias seguidas por letras diferentes diferem a p

<0,05 pelo teste de Tukey; Gen: gentamicina

6.6 Atividade Citotoxica do Extrato Metandlico e em Acetato de Etila de

Ganoderma parvulum

O extrato em acetato de etila de G. parvulum apresentou atividade
citotoxica contra as linhagem de células tumorais HEp-2 e HT-29 (Tabela 5),
utilizando-se uma dose unica de 50 pg/mL. No entanto, de acordo com Fouche et

al. (2008), s6 pode ser dito que existe a atividade citotéxica em extratos testados



em dose Unica de no maximo 100 pg/mL, se a percentagem de inibicdo da
proliferagdo de duas ou mais linhagens celulares é igual ou maior do que 75%,
mas na pratica uma porcentagem de inibicdo acima de 70% j& € consideravel. Os
efeitos citotoxicos em células HT-29 de extratos de cogumelos comestiveis e
medicinais é principalmente devido a acdo do peroxido de ergosterol e ergosterol
(KOBORI et al., 2007), substancias encontradas em altas concentracdes em
Ganoderma. Wu et al. (2001) relataram a atividade de varios triterpenos em
diferentes linhagens de células tumorais, o que também justifica a alta atividade do

extrato em acetato de etila de G. parvulum.

Tabela 5 - Porcentagem de inibicdo do crescimento das células (IC%) das duas
linhagens de células tumorais testadas numa dose Unica (50 pg/mL)
de extratos metandlico (EMeOH) e em acetato de etila (AcOEt) de

Ganoderma parvulum Murrill

Linhagem Tumoral | IC% EMeOH (¥ = DP) | IC% AcOEt (X + DP)

HT-29 4,73 + 6,45 71,94 +£ 2,04

HEp-2 16,27 £ 4,77 90,02 +£ 2,17

Fonte: Elaborada pelo autor
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios realizados no presente

trabalho, conclui-se que:

e Foi evidenciado pela pela primeira vez a presenca de
fenilpropanoglicosideos, flavondides e derivados cinamicos para

Ganoderma parvulum Mrrill

e Caracteristicas morfoanatémicas como tamanho do basidioma, presenca de
linha de deposi¢cdo de material resinoso no contexto; tamanho, forma e
ornamentacao dos basididsporos, sistema hifalico e morfologia das hifas da
crustohimeniderme, fornecem informagcbes suficientes para uma
identificacdo confiavel de G. parvulum Murrill como droga fungica, na forma

bruta ou em po.

e O valor encontrado para cinzas totais em G. parvulum Murrill est4 de acordo

com os valores relatados para as espécies de Ganoderma.

e A perda por dessecacdo do p6é de G. parvulum Murrill encontra-se nos
limites permitidos por diversas farmacopéias, o que pode possibilitar um

periodo de armazenamento maior.

e O fato de ser considerado um corte fino e apresentar uma distribuicdo de
tamanho de particula correspondente a de um pé moderadamente espesso,
pode ser explicado pela facilidade de agregacao das particulas devido a
constituicéo filamentosa do micélio do fungo.

e O extrato em acetato de etila de G. parvulum Murrill mostrou moderada
atividade contra bactérias gram-positivas e fracas contra Klebsiella

pneumoniae.



O extrato em acetato de etila de G. parvulum Murrill promoveu inibicdo
significativa da proliferacdo das linhagens de células tumorais HEp-2 e HT-

29, mesmo utilizando-se uma dose unica de 50 pg/mL.

Concluiu-se que o 6leo essencial de G. parvulum Murril pode ser
considerado altamente ativo contra bactérias gram-positivas e ativo contra
bactérias gram-negativas testadas. Isto € muito promissor devido a sua
composicdo, podendo ter futuras utilizacbes para fins medicinais,

cosmeéticos e industriais.
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SUMMARY. It has been verified that morphoanatomical analysis assures accurate identilication of Gano-
derma parvalum and that the microscopic study of the powder provides elements for drug certification.
Mycochemical sereening demonstrates a wealth of triterpenes and steroids, which explains the higher ac-
tivity of the extract in ethyl acetate compared to methanolic. The particle size of the powder indicated that
it was a moderately coarse powder. Total ash content was 1.67 = 0.14% and loss on drying was 13% =
0.07, within the levels found for the genus. Both antibacterial and cytotoxic activity were only observed in
the ethyl acetate extract, which showed moderate activity against gram positive strains and weak against
Klebsiella pneumoniae. The cytotoxic activity in a single dose of 50 pg / mL of extract was 7194 % = 2.04

against lineage cells HI'29 and 90.02 % + 2.17 against lineage cells HEP-2.

INTRODUCTION

The empirical use of fungi by humans is fair-
ly old, for example in the use of yeast in fer-
mentation and macrofungi in cooking and
medicine. Macrofungi are fungi that have
macroscopic structures and are treated indis-
tinctly as mushrooms. According to Miles &
Chang !, the mushroom is a macro fungus with
a distinctive fruiting body, which can be either
epigeous or hypogeous and large enough to be
seen with naked eve and usually picked by
hand. Several groups of fungi take the form of
mushrooms, mainly Basidiomycetes and As-
comycetes, with some forms traditionally used
in medicine in Asian countries and more recent-
ly in the West 2 Pegler 3 used the term “basid-
ioma” for distinguishing the mushrooms pro-
duced by Basidiomycetes.

The use of mushroom of the genus Gano-
derma P. Karst. (Polyporales, Ganodermataceae),
can be considered the cldest recorded medical
use, by Asians, mainly the Chinese for over 2000
vears 5. Wang et al. © reported the ethnophar-

macological importance of Ganoderma lucidum
(Curt.: Fr) P. Karst., as the most representative
specie of the genus, used, for instance, in the
treatment of chronic liver disease, hypertension,
hyperglycemia and cancer. Several medicinal ac-
tivities have been proven for & lucidum, such
as anti-inflammatory, antitumoral, anti HIV, an-
tibacterial, antiparasitic, blood pressure regula-
tion, antidiabetic, immunomodulatory, tonic re-
nal function, hepatoprotective, nerve tonic,
among others 7.

Many taxonomic mistakes have been associ-
ated with Ganoderma lucidum and related
species, mainly those species with a lacquered
surface, with the species type from Furope, dif-
fering phylogenetically, in morphological and
molecular characteristics, from those found in
Chinese and other Asian locations, and tradi-
tionally used for over 2000 years &% many pa-
pers and patents have called other species .
lucidum because of this confusion 1001, Regard-
less of taxonomic differences, it is important to
note that these fungi, belonging to the group

KEY WORDS: Antibactenal, Citoloxicity, Ganoderma parvulum, Morphoanatomical, Total ash.
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known as the “Ganoderma lucidum complex”,
have several characteristics similar to . fu-
cidum, which may present the same economic
and pharmacological potential. An example of
this confusion is Ganoderma parvulum Murrill,
which is a species of Ganoderma with a lac-
quered surface that occurs in neotropical forests,
and has been historically confused with . fu-
cidum, a species restricted to temperate zones
1213,

This work aimed to conduct pharmacomyco-
logical studies, characterizing Ganoderma
parvidum Murrill as a fungal drug, providing
physicochemical, morphological and anatomical
data, as well as to evaluate the antibacterial and
cytotoxic activities of its methanolic and ethyl
acetate extracts, since this specie may represent
potential economic and pharmacological uses
that could be exploited in the Brazilian North-
east, without the need to cultivate an exotic
species, while at the same time respecting and
adding value to local biodiversity.

MATERIAL AND METHODS
Raw material

Ganoderma parvulum was collected in April
2012 in a zone of remnant rainforest belonging
to the Caetés Ecological Reserve, located in the
municipality of Paulista state of Pernambuco, in
northeastern Brazil. The material was preserved
according to Fidalgo & Bononi ™, remaining 72
h in an oven at 48 + 2 °C. Some of the material
was used for identification: voucher specimens
were deposited in the Padre Camille Torrent
Herbarium (URM), in the Mycology Department
of the Universidade Federal de Pernambucao,
Brazil, as registration number URM 83795. An-
other part was destined towards mor-
phoanatomical studies and for obtaining the ex-
tract.

Morphoanatomical studies

Morphological data was recorded regarding
the staining, the stem length, diameter and
pileus shape, thickness context, the presence
deposition of resinous material, pore shape,
number of pores per mm, and stratification 1516,

Microscopic observations were made cutting
the himenial and abhimenial surfaces freehand,
as well as the context, using a stainless steel
blade. The sections were placed in distilled wa-
ter and then transferred to a microscope slide
containing an aqueous solution of 0.5% potassi-
um hydroxide. In some cases Amann blue or
Melzer reagent was used 1516,

Latin American Journal of Pharmacy - 32(7) - 2013

Preparation of extracts

The mushrooms were dried in an oven at 48
+ 2 °C for 72 h and then ground using an elec-
tric mill; 500 g of the powder was subjected to
maceration in 1500 mL of cold MeOH or ethyl
acetate for 48 h, protected from light and shak-
en three times every 24 h. Then these solutions
were filtered and the obtained solution was con-
centrated under reduced pressure at 40 °C using
a rotatory evaporator. The residue obtained after
total evaporation of the solvent, corresponded
to the methanol extract or ethyl acetate of G.
parvilum.

Preliminary mycochemical screening

The preliminary mycochemical screening of
G. parvulum was obtained by analysis using
thin layer chromatography, applying 10 pL
aliquots of the extracts on silica gel chromato-
graphic plates (Merck, Germany, Art. 105,554),
using mobile phases and reagents suitable for
the characterization of the classes of substances
to be studied. The presence of the following
secondary metabolites was anayzed: triterpenes
and steroids 1715, alkaloids 17, flavonoids, glyco-
sides fenilpropanoids, cinnamic derivatives 17.19,
mono., di- and sesquiterpenes 7.

Microscopic analysis of the powder

About 0.5 g of the powder was suspended in
20 mL of saline and observed directly under an
optical microscope with or without Melzer
reagent. The aimed was to identify different
types of hyphae as well as other structures, such
as the presence of basidiospores that might indi-
cate at least the genus.

Particle size analysis

The granulometry of the powder was mea-
sured according to the method recommended
by Allen et al. 2 and Brazilian Pharmacopoeia
2. A Ber Fel® model 2499 sieving apparatus
was used. The stainless steel mesh sieves had
openings of 850, 425, 250, and 90 pm. 60 vibra-
tions per min were applied for 15 min. Three
repetitions were performed.

Loss on drying

The loss on drying was expressed in per-
centage, according to the Farmacopéia Brasileira
A, Two g of powder were transferred immedi-
ately to a weighing bottle previously desiccated
and weighed. Then, the weighing bottle, con-
taining the sample, was weighed and transferred
to the drying ovens. The sample was maintained
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at a temperature of 105 °C for 2 h. After this pe-
riod, the sample was cooled to room tempera-
ture in a desiccator and was then weighed
again.

Total ash

The percentage of ash in relation to the air
dried sample was expressed according to Far-
macopéia Brasileira 21. Three g of the sample
was weighed and then transferred to a
preweighed crucible. The sample was main-
tained in a muffle furnace at a maximum tem-
perature of 600 = 25 °C until all the coal char-
coal was eliminated. After this, the material was
cooled in a desiccator and weighed.

Antibacterial activity

For antibacterial activity, strains were used
from the collection of microorganisms of the
Departamento de Antibioticos (UFPEDA), Uni-
versidade Federal de Pernambuco, Brazil, repre-
sented by three Gram-positeve bacteria (Stapby-
lococcus aureus 02 UFPEDA, Bacillus subtilis
UFPEDA 86 and Micrococcus luteus UFPEDA
100) and two Gram-negative (Eschericbia coli
UFPEDA 224 and Klebsiella pnewumoniae UFPE-
DA 396.

The determination of the antibacterial activity
of methanolic and ethyl acetate extracts of G.
parvulum was performed by adapting the
method described by Bauer et al. 22, where the
bacteria were grown in a Mueller-Hinton broth at
37 °C and after 6 h of growth were plated into
the medium to be tested. After growth, the bacte-
ria were suspended in a physiological solution
until turbidity reached 0.5 on the MacFarland
scale, being inoculated on the surface of the
medium contained in Petri dishes with 90 mm di-
ameters. Next, filter paper discs (6 mm diameter)
soaked with 20 pL of each extract (300 pg/disc)
previously prepared for total evaporation of the
solvents, were inserted in the cultures. Gentam-
icin was used as the standard (10 pg).

The plates were incubated at 37 °C for 24 h.
After this period zones of inhibition could be
observed. Antimicrobial activity was considered
positive only for discs where the formation of
halo was equal to or greater than 10 mm in di-
ameter. For each treatment, three replicates
were used.

Determining the nrininiom inbibitory

concentration (MIC)
For the determination of minimum inhibitory
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concentration (MIC), the technique of microdilu-
tion in 96 well plates with fund “U” was used 2,
To each well was added the Muller-Hinton
medium, 5 pL of the bacterial inoculum, equiva-
lent to (.5 on the McFarland scale, The concen-
tration of the tested extract (1000 to 7.8 pg/mL)
was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO),
making a final volume of 100 pL. The drug used
for positive control was the gentamicin in a con-
centration of 40 pg/mL and the medium plus
DMSO and the bacterial inoculum as the nega-
tive control. The plates were incubated at 37 + 1
°C for 24 h when 15 pL of an aqueous solution
of resazurin 0.01 % was added: and after 4 h of
incubation, the reading was performed. Re-
sazurin facilitates checking the presence of mi-
crobial growth, because the blue color indicates
the absence of microbial growth, whereas a red
color indicates the presence of the growth of vi-
able cells. The whole experiment was per-
formed in triplicate.

Cytotoxicily evaluation

The cytotoxic potential of methanol and
ethyl acetate extracts of G. parvulum was evalu-
ated by the MTT assay 24, compared with two
human tumor cell lines: Hep-2 (human larynx
epidermoid carcinoma) and HT29 (human colon
carcinoma) obtained from the Cell Bank in Rio
de Janeiro, Brazil. The cell lines were main-
tained in a DMEN medium supplemented with
10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin
and 100 mg/mL streptomycin, at 37 °C with 5%
COy. Then the usual methodology was followed
for determining the cytotoxic potential, where
the cells were plated in 96-well plates at 1 x 107
cells/mL. The extracts were diluted in DMSO
0.1% and tested in quadruplicate in a 50 pg/mL
concentration. After 72 h of incubation, 25 pL of
MTT (5 mg/mL) was added. Three h later the
MTT formazan product was dissolved in 100 mL
DMSO and absorbance was measured at 595
nm. Doxorrubicine was used as the standard.
The experiments were carried out in duplicate
and they were analyzed according to their aver-
ages and standard deviations.

Statistical analysis

Results were expressed as mean values = 5D
for each experimental group, and statistical
analysis performed between groups by analysis
of variance (ANOVA) followed by Tukey test,
considering a confidence interval of 95%, only

for pvalues less than 0.05 (p < 0.05).



RESULTS AND DISCUSSION
Morphoanatomical studies

Morphologically, we observed the laterally
stipitate basidiomata (Fig. 1 A), with a lacquered
surface, reddish brown in color, and a poroid
himenial surface with 4 pores/mm, but accord-
ing Ryvarden 25 this can vary between 3-6
pores/mm. However the crucial features high-
lighted by Ryvarden 25 and by Torres-Torres &
Guzmin-Dévalos ¢ are the presence of resinous
material deposition lines and homogeneous
context staining (Fig. 1 B).

Micromorphologically, the striking feature is the
double-walled, ellipsoid, clear brown and ornate ba-
sidiosporo, with a length less than 10 pm (Fig. 2 A).
Ryvarden %% considers the species to have a length
from 7.5 to 9.5 pm. Torres-Torres & Guzmdan-Daval-
os 16 emphasized the importance of the shape, color
and size of basidiospores for identifying the species
Ganoderma with a laccate surface.

The abhimenial surface is the crustohymeni-
derm type presenting clavate hyphae (Fig. 2 B).
According Torres-Torres & Guzmin-Divalos 16 the
hyphal shape of the crustohymeniderm is more
important than the length, since the latter can vary
according to the maturity of basidiomata.

As mentioned, the most important species in
the genus is G. lucidum, which is very similar to
G. parvulum. The main differences between the
two species are: size of the basidiomata which
is smaller (5 x 10 x 1 cm) in &, parvwdum 13 and
larger (12-14 x 8-9 x 1.6) in G. lucidum 26.27; the
size of the basidioporo where G. parvudum does
not exceed 9.5 pm in length ¢ and G. lucidum
is larger than 10 pm (7.5-8.5 pm x 11-13.5 pm)
in length 5 the hyphal system in @. lucidum is
trimitic 2° and G. parvulum is dimitic. However,
the main difference is the absence of a deposit
of resinous material in &, fucidun 13.16.29,
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Figure 1. Morphological aspects of the Ganoderma
parvudiem Murrill. A Abhimenial surfaces (ABHS) and
himenial surface (HS); B. Longitudinal section of ba-
sidiomata, emphasizing homogeneous context and
band deposition of resinous material (R13).

G. parvulum is also very similar to G. per-
zonatum and &. weberianum but both present
a not fully homogeneous context, the basid-
iospores of G. perzonatum being greater than
10 pm and &, werbwrianum has basidiospores
with subfree pillars 22,

Preliminary mycochemical screening

The preliminary mycochemical screening
identified the presence of secondary metabolites
that can be used as chemical markers, as well as
having a relation to biclogical activity. In the
methanol extract of Ganoderma parvulum the
presence of mono-, sesqui- and diterpenes,
triterpenes and steroids, phenylpropaneglyco-
side and flavonoids were detected. The prelimi-
nary mycochemical screening of the ethyl ac-
etate extract revealed the presence of terpenoids
(mono-, sesqui-, diterpenes, triterpenes and
steroids). Terpenes and steroids isolated from
several species of Ganoderma, particularly Gan-
oderma lucidum, demonstrated several biological
activities, among which we highlight antimicro-
bial activity 13%33, antitumor 1336 antioxidant 32,

Figure 2. Micromorphology of Ganoderma parvilum Murrill. A. Basidiospores smaller than 10 mm, ellipsoid,
double wall and ornate; B. crustohymeniderme detail, highlighting the clavadas hyphae extremities (arrows); C.
generative hyphae of context presenting thin wall and clamp connection (CC); D. skeletal hyphae (SH) of the
context presented thickened walls and branched extremiry.
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anti HIV 373 antiinflammatory ¥, and an-
timetatastic 4, among others. The presence of
flavonoids is also reported for Ganoderma lu-
cidum 1, which can be related to antioxidant
activity, in the same way as polyphenols as
phenylpropaneglycoside 2.

Microscofic analysis of the powder

Microscopic analysis is classically used in
verifyving the originality of drugs. According to
Youngken 43, microscopical methods of evaluat-
ing drugs are indispensable for the identification
of small fragments of crude and powdered
drugs and in the detection of their adulterants,
for these possess few features other than color,
odor and taste as clues to their identity.

With the microscopic analysis of the powder,
it was possible to identify important elements in
the characterization of the genus and to provide
evidence of the species. Basidiospores were ob-
served, characteristic of the genus Ganoderma
(Fig. 3A) being smaller than 10 pm, as described
for Ganoderma parvulum. Distinct fragments of
skeletal hyphae (Figs. 3A and 3B) were also ob-
served, but no generative hyphae were ob-
served, which we believe to be related to the
fragility of the hyphae, because they had al-
ready been observed in the mycelial mass (Fig.
3B), where they were still intact.

Particle size analysis

As to level of particle reduction, the medium
diameter was 0.353 mm, indicating that the drug
can be regarded as fine cut #¥. By the particle
size distribution (Fig. 4), the powder can be
classified as moderately thick 21. The fact of be-
ing considered a fine cut even with a particle
size distribution corresponding to a moderately
thick powder can be explained by the ease of

100 =

E retained

E=3 not retained

Percantage (%)

0 pm 250 pm 425 pym 850 um
Mesh size (um)

Figure 4. Particle sive distribution of the powder ob-
tained from G. parvlun.

particle aggregation, due the filamentous consti-
tution of the fungal mvcelium.

Loss on drying

The value of the loss on drving found was
13% = 0.07, which according to Farias 45 would
agree with the maximum humidity set in differ-
ent pharmacopoeias, ranging between 8 and
14%. This is because excess moisture in raw ma-
terials allows the action of enzymes, which can
cause degradation of the chemical constituents
and also allows the growth of fungi and bacte-
ria. The same author reports that the gravimetric
method is simple to perform, determining the
percentage of material volatilized after desicca-
tion. The gravimetric method is indicated by the
Brazilian Pharmacopoeia, when water is not the
only volatile substance 21,

Total ash
For total ash, the value obtained was 1.67%
+ (.14, a value very close to those obtained by

10 pm

Figure 3. Relevant elements
observed in the microscopic
analysis of the powder of Gan-
oderma parvilum Murrill. A)
Fragments of skeletal hiphae
(FSH) and basidiospores of the
genus Ganoderma (BG). B)
mycelia mass and fragments of

skeletal hiphae (FSH).
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(EAEGP) Gentamicin
Mi i MIC ( ml)
crorgamism Inibition Zone Inibition Zone pe/
(mm = 5D} (mm = SD)
Stapbylococcus aurens 02 12.00 £1.00 20.00 £ 2.00 500
Bacillus subtilis 86 13.00 = 1.00 31515 250
Micrococcus luteus 100 17.66 + 2.08 325+ 353 125
Escherichia coli 224 11.00 = 1.15 1833+ 152 > 1000
Klebsiella pretmonia 396 12.00 £ 1.75 23.00 £ 1.00 1000

Table 1. Antibacterial activity and Minimum inhibitory concentration (MIC) of the ethyl acetate extract of &.

parvudum Murrill (EAEGP).

Mau et al. ¥ for Ganoderma lucidium, which
were between 1.77% + (0.005 and 1.70 %. = 0.3
The determination of the ash content enables
verification of non-volatile inorganic impurities
which may be present as contaminants 43.

Antibacterial activity

The methanol extract formed inhibition
zones smaller than 10 mm on the bacteria test-
ed, suggesting no inhibitory activity present.
The ethyl acetate extract showed activity against
the bacteria tested for both gram positive and
gram negative (Table 1).

This activity is justified by the fact that the
major compounds, represented by steroids,
triterpenes and minor terpenes, are found in
greater quantity in the ethyl acetate extract.
Shekhar et al. ¥ found similar results for .
parvulum demonstrating activity against bacteria
of the same species as tested in this study. Sma-
nia ¥ reports the activity of steroids and triter-
penes of three species of Ganoderma (G. ap-
planatum, G. australe and G. annulare).
Quereshi ef al. % demonstrated the activity of
extracts . fucidum in ethanol, methanol, ace-
tone and water against gram positive and gram
negative, and the best activity was presented by
acetone extract, the fraction that contained the
most terpenoids and steroids. However, when
considering the minimum inhibitory concentra-
tion (Table 1), it is clear that the effectiveness of
the activity is considered moderate only against
gram positive bacteria, according to the classifi-
cation described by Holetz ef al. #9, where ex-
tracts displaying an MIC over 1000 pg/mL were
considered inactive; from 500 to 1000 pg/mL the
antimicrobial activity was weak; from 100 to 500
pg/mL the antimicrobial activity was moderate
and less than 100 pg/mlL, the antimicrobial activ-
ity was good.

Tumor Mean (1C%) Mean (1C%)
Lineage MEGP EAEGP

HT29 473 £ 6.45 7194  2.04
HEP-2 16.27 £ 4.77 Q002 £ 2.17

Table 2. Percent inhibition of cell growth (IC%) of the
three tumor cell lines tested in a single dose (50
pg/ml) of Ganoderma parvwlum Murrill. MEGP:
Methanol extract from Ganoderma parvulum; EAEGP:
ethyl acetate extract of G. parvilum.

Cytotoxic potential

The ethyl acetate extract of G. parvulum
(EAEGP) showed cytotoxic activity against the
tumor cell line Hep-2 and HT29 (Table 2) using
a single dose of 50 pg/mL. However, according
to Fouche ef al. %, it can only be said that there
is cytotoxic activity in extracts tested in single
doses of at most 100 g/mL, if the percentage of
inhibition of the proliferation in two or more
cell lineages is equal to or larger than 75%. The
cytotoxic effects on cell HT29 of edible and
medicinal mushrooms extracts is mainly due to
the action of the ergosterol peroxide and ergos-
terol 1. Wu et al. 52 reported the activity of sev-
eral triterpenes in different tumor cell lines,
which also justifies the high activity of the ethyl
acetate extract of & parvudum.

CONCLUSIONS

Morphoanatomic characteristics such as ba-
sidiomata size, presence of deposition line of
resinous material in context; size, shape and or-
namentation of the basidiospores; hyphal sys-
tem, form of hyphae of the crustohymeniderme,
provide sufficient information for a reliable
identification of Ganoderma parvulum Murrill.
The skeletal hyphae and basidiospores provide
grounds for identification of Ganoderma pow-
der, while the size of less than 10 pm of the ba-
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sidiospores, provides strong evidence of the
species . parvulum. The value found for total
ash of the &. parvulum is in agreement with
values reported for the Ganoderma species. The
ethyl acetate extract of &. parvulum showed
moderate activity against gram positive bacteria
and weak against Klebsiella prneumoniae. The
ethyl acetate extract of &. parvulum promoted
an inhibition of the proliferation of the tumoral
cell line Hep-2, but further experiments against
other tumor cell lines, including varying the
concentration until 100 pm/mL are required.
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