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1. INTRODUGAO

A crescente resisténcia de microrganismos a antibiéticos convencionais tem
impulsionado a busca por novas fontes de compostos bioativos com potencial
antimicrobiano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Nesse cenario,
organismos fungicos vém se destacando como importantes produtores de
metabdlitos secundarios com diversas aplicagcdes terapéuticas, principalmente por
sua capacidade de sintetizar substéncias com atividade antibacteriana, antifungica
e antioxidante (GUEDES et al., 2024).

Dentre esses fungos, Pycnoporus sanguineus, um basidiomiceto de coloragao
avermelhada caracteristico de regides tropicais, tem despertado interesse
(LESAGE-MEESSEN et al., 2011). Isso se deve a sua capacidade de sintetizar
lacases e terpenos, além de outros compostos fendlicos com possivel atividade
antimicrobiana (LIN et al., 2020). Ainda assim, estudos recentes demonstram que
diferentes tipos de extratos obtidos desse fungo podem apresentar variagdo em sua
atividade antimicrobiana, a depender do solvente utilizado no processo de extragao
(TRAN; THANH; PHAM, 2022). Além disso, compostos isolados de P. sanguineus,
como pigmentos derivados do acido cinabarinico, evidenciaram acéao significativa
contra bactérias Gram-positivas, reforgando seu potencial microbiolégico (MENG et
al., 2022)

Apesar desses avancgos, ainda existem lacunas quanto a padronizagao de
métodos de extragao e a avaliacao da eficacia antimicrobiana de diferentes tipos
de extratos de P. sanguineus (TEOH et al., 2011). Nesse sentido, a investigagao
de extratos hidroalcodlicos torna-se relevante, pois esse solvente pode favorecer a
extragcado de compostos fendlicos bioativos de interesse (JACOBSEN et al., 2024)

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial
antimicrobiano do extrato hidroalcodlico de Pycnoporus sanguineus frente a cepas
bacterianas. O estudo visa contribuir para a compreensao da eficacia desse fungo
como fonte de compostos bioativos.

2. METODOLOGIA

Os espécimes de P. sanguineus foram coletados no municipio de Capao do
Leado (RS, Brasil). A coleta in situ foi realizada pelo método de caminhamento ao
longo da area, com busca ativa e oportunistica, registrando os basidiocarpos
encontrados predominantemente na madeira em decomposicdo (MUELLER et al.,
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2004). Apods identificagdo morfoldgica, os basidiomas foram desidratados a 45 °C
por até 4 dias.

Para o extrato hidroalcoodlico de P. sanguineus utilizou-se uma massa de
17,7 g do macrofungo triturado a fim de aumentar a area de contato com o solvente.
A extracao foi realizada pelo método de maceragédo dinamica, utilizando solugao
hidroalcoodlica composta por etanol absoluto e agua destilada, na proporgéo de 1:20
(m/v). O processo ocorreu por 24h, sob agitagcdo constante e temperatura
controlada entre 35 e 40 °C. Ap0s a extracdo, a solugao foi filtrada para separagao
do extrato liquido do residuo sélido. O extrato obtido foi concentrado em
rotaevaporador (Quimis®), seguido de liofilizagdo, resultando em um po seco.
Anteriormente aos ensaios, realizou-se um teste preliminar de solubilidade do
extrato. A partir disso, 100 mg do extrato foram ressuspendidos em 1 mL de agua
estéril, hipotdnica e apirogénica.

Para as analises microbioldgicas, utilizaram-se quatro cepas bacterianas,
sendo duas Gram-positivas e duas Gram-negativas: Staphylococcus aureus (BAA-
1026), Klebsiella pneumoniae (NEWPOO83), Listeria monocytogenes (ATCC 7644)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As cepas foram reativadas e cultivadas
em Agar Mueller-Hinton (MH), exceto K. pneumoniae, cultivada em Agar
MacConkey, e incubadas a 37 °C por 24 h.

Em seguida, o indculo bacteriano foi preparado e ajustado a turbidez de 0,5
McFarland, equivalente a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL, sendo utilizado nos
ensaios de disco difusdo e Concentragao Inibitoria Minima (CIM). Na técnica de
difusdo em disco, o indculo preparado foi semeado uniformemente em placas de
Agar MH. Discos de papel estéreis (4 mm de didmetro) foram adicionados com 10
ML do extrato de P. sanguineus na concentragao de 100 mg/mL. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h, e o diametro dos halos de inibigao foram medidos em
milimetros.

O ensaio de CIM foi realizado empregando o protocolo de CLSI M07-A9, por
meio da técnica de microdiluicdo em placas de 96 pocos, com adaptacdes. Nesse
procedimento, foi utilizado meio de cultura caldo Mueller-Hinton, no qual foram
distribuidas 100 yL em todos os pocos. Posteriormente, foi adicionado ao primeiro
poco 100 uL do extrato hidroalcodlico de P. sanguineus, realizando-se diluicao
seriada (concentragdes de 50,00 a 0,09 mg/mL) nos pogos subsequentes em
quadruplicatas. Em seguida, foi adicionado 10 yL da suspensao bacteriana. Para
os controles, foi utilizado apenas 100 pL de caldo MH para o controle negativo
(controle de esterilidade do meio), e para o controle positivo, foi inoculado uma
quantidade de 10 pyL da bactéria em 100 pyL de caldo MH, sem o extrato, para
verificar a viabilidade da cepa. As placas foram submetidas ao processo de
incubacao por um periodo de 24 horas a uma temperatura de 37 °C.

Apos a determinagao da CIM, foi feito a Concentracado Bactericida Minima
(CBM), no qual os pogos da placa de microdiluigdo que n&o apresentaram
crescimento bacteriano visivel (0,5CIM, CIM, 2xCIM) foram semeados em placas
de Agar Mueller-Hinton (MH). Essas placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas,
a fim de determinar se a concentracdo do extrato tem acao bacteriostatica ou
bactericida. A concentragao na qual ndo houve crescimento de coldnias na placa
foi considerada a CBM.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico de P. sanguineus estdao demonstrados na Tabela 1. O extrato
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hidroalcodlico de P. sanguineus demonstrou atividade antibacteriana satisfatéria
frente as duas cepas Gram-positivas: S. aureus e L. monocytogenes. Os resultados
mostraram halos de 12 mm e 7 mm, respectivamente, com Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) de 0,78 e 1,56 mg/mL. Além disso, a CIM para L. monocytogenes foi
também a Concentragao Bactericida Minima (CBM), ja a CBM de S. aureus foi uma
concentracéo anterior a CIM (0,5CIM) de 1,56 mg/mL.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de P. sanguineus.

Cepas Testes
Halo (mm) CIM (mg/mL)  CBM (mg/mL)
L. monocytogenes 7 1,56 1,56
S. aureus 12 0,78 1,56

P. aeruginosa - - -

K. pneumoniae 6 - -
(-) sem inibicao

O extrato hidroalcodlico de P. sanguineus apresentou maior atividade
antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas, em especial S. aureus,
enquanto as Gram-negativas, como P. aeruginosa e K. pneumoniae, nao foram
sensiveis. Esse comportamento também foi relatado por (TRAN; THANH; PHAM,
2022), que observaram halos de inibigdo entre 6 e 11 mm, predominantemente em
cepas Gram-positivas. A diferenca de sensibilidade pode estar associada a barreira
estrutural das Gram-negativas, cuja membrana externa rica em lipopolissacarideos
dificulta a penetragdo de compostos fendlicos (LOBIUC et al., 2023). Por outro lado,
a atividade observada frente as Gram-positivas pode estar relacionada a presenca
de metabdlitos bioativos caracteristicos de P. sanguineus, como pigmentos
fendlicos e quinonas, entre eles a cinabarina, cuja agao antimicrobiana ja foi
descrita (MENG et al., 2022). Além disso, estudos recentes constataram que
polissacarideos de P. sanguineus com agao antimicrobiana e antioxidante, também
apresentaram resultados promissores na cicatrizagao de feridas (HUANG et al.,
2023). Essas descobertas reforcam que diferentes classes de metabdlitos podem
ser exploradas de forma sinérgica, ampliando o espectro de aplicacbes
farmacolégicas da espécie.

Cabe destacar que a produgdo desses compostos varia de acordo com as
condigdes de cultivo e os métodos de extragdo empregados, os quais influenciam
diretamente o perfil metabdlico do fungo e, consequentemente, a intensidade da
atividade antimicrobiana (TEOH et al., 2011). Assim, os achados obtidos reforgcam
o potencial de P. sanguineus como fonte relevante de moléculas bioativas de
interesse farmacoldgico.

4. CONCLUSOES

O extrato hidroalcodlico de P. sanguineus, obtido a partir de espécime
silvestre, apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, em
especial S. aureus. Esses achados reforgcam o potencial de P. sanguineus como
fonte natural de metabdlitos bioativos e contribuem para ampliar o conhecimento
sobre a aplicabilidade farmacoldgica de macrofungos coletados em ambientes
naturais.
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