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RESUMO

Fungos da classe dos Basidiomicetos tém sido amplamente utilizados por suas
propriedades medicinais e nutricionais. Dependendo das condi¢cdes de cultivo do fungo e
dos métodos de extracdo dos compostos bioativos, substancias com diferentes estruturas e,
consequentemente, com diferentes bioatividades podem ser obtidas. Estas substancias
podem atuar tanto como antimicrobianos quanto estimular o crescimento de micro-
organismos mostrando, portanto, potencial prebiético. Este trabalho avaliou o efeito de
fracBes extrativas polissacaridicas obtidas do micélio e do caldo de cultivo em meio liquido
de Pleurotus sajor-caju sobre a massa corporal e a microbiota intestinal de camundongos
albinos Swiss machos. A massa corporal dos animais foi monitorada no 1°, 14°, 28° e 56°
dias da dieta. As substancias foram administradas por gavagem nas doses de 10, 30, 60 e
300 mg kg™. Os animais foram divididos em 5 grupos: grupo controle (C), que foi alimentado
com solucdo de carboximetilcelulose; grupo S1, que recebeu a fragcdo extrativa do caldo de
cultivo de P. sajor-caju; grupo S2, que recebeu a frag@o extrativa do micélio de P. sajor-caju;
grupo S3, que recebeu a fracdo extrativa do micélio desproteinizada e grupo S4, que
recebeu a fracéo extrativa do caldo de cultivo de P. sajor-caju desproteinizada. As fezes dos
camundongos foram coletadas no 1°, 14°, 28° e 56° dia e avaliadas quanto a presenca de
bifidobactérias, lactobacilos e enterobactérias por meio da técnica da contagem em placas,
contendo meio de cultivo especifico para cada micro-organismo. Resultados mostraram que,
em relacdo ao controle, a fracdo extrativa S1, na dose de 60 mg kg®, promoveu uma
inibicdo de 77% no crescimento de bifidobactérias em 14 dias. O crescimento de
bifidobactérias também foi inibido em 88% pela substancia S2, na dose de 10 mg kg™, em
14 dias. A fracdo extrativa S2, na dose de 10 mg kg™, promoveu ativacdo de 1852% no
crescimento de lactobacilos e na dose de 30 mg kg™* promoveu ativacdo de 567% no
crescimento de bifidobactérias, ambos em 28 dias. A fragdo extrativa S4, na dosagem de 10
mg kg, estimulou em 310% o crescimento de bifidobactérias, na dose de 30 mg kg™
estimulou em 311% o crescimento de enterobactérias e na dose de 60 mg kg™, estimulou
em 482% o crescimento de bifidobactérias, todas em 28 dias. A fragdo extrativa S2, na dose
de 300 mg kg™, estimulou em 158% e 486% o crescimento de bifidobactérias em 14 e 28
dias, respectivamente. Esta mesma fracdo e dose estimulou em 226% o crescimento de
lactobacilos, em 28 dias. Nenhum resultado de ativacdo ou inibicho do crescimento
manteve-se até o 56° dia, indicando que o efeito é dependente da administracdo da
substancia. A fracdo extrativa do micélio desproteinizada (S3) ndo apresentou efeito sobre o
crescimento de nenhum dos micro-organismos testados. Provas bioquimicas para a
identificacdo das enterobactérias estimuladas pela fragdo S4 indicaram a presenca de

bactérias potencialmente patogénicas como Klebsiella pneumoniae, Shigella sp,



Edwardsiella tarda, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes e bacilos Gram-negativos
ndo fermentadores, compondo as colonias. As demais fragdes extrativas tanto do caldo de
cultivo quanto do micélio apresentam um possivel potencial prebiético, com destaque para a
substancia S2, que foi capaz de ativar o crescimento de lactobacilos e bifidobactéria, sem
alterar o conteldo de enterobactérias. Quanto & massa corporal, 0 aumento do peso
proporcionado pela ingesta de S4 pode estar relacionado a suposta auséncia de proteinas

na substancia e ao melhor aproveitamento de nutrientes na dieta.

Palavras-chaves: Pleurotus sajor-caju, Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Enterobactereaceae, prebiotico, polissacarideos



ABSTRACT

Fungi of the class of Basidiomycetes have been widely used for its medicinal and nutritional
properties. Depending on the fungal culture conditions and extraction methods of bioactive
compounds, substances with different structures, and hence with different bioactivities can
be obtained. These substances can act as antimicrobial agents or can stimulate the growth
of microorganisms, showing prebiotic potential. This study evaluated the effect of extractive
fractions obtained from the mycelium and from the culture broth of Pleurotus sajor-caju
cultured in liquid medium - on body weight and on the intestinal microbiota of males Albino
Swiss mice. The body weight of the animals was monitored on the 1%, 14™, 28" and 56" days
of the diet. The substances were administered by gavage at concentrations of 10, 30, 60 and
300 mg kg™. The animals were divided into 5 groups: control group (C), which were fed with
carboxymethyl cellulose solution; S1 group, which received the extractive fraction of P. sajor-
caju culture broth; S2 group, which received the extractive fraction of the mycelium of P.
sajor-caju; S3 group, which received the extractive fraction of the mycelium deproteinized,
S4 group which received the extractive fraction of the culture broth deproteinized. The feces
of mice were collected at the 1%, 14", 28™ and 56™ days and evaluated for the presence of
bifidobacteria, lactobacilli and enterobacteria by the count plate agar technique, using plates
containing culture medium specific for each microorganism. Results showed that, compared
to control group, the extractive fraction of the group S1 in the dose of 60 mg kg™, promoted a
77% inhibition on the growth of bifidobacteria, on the 14t" day. The growth of bifidobacteria
was also inhibited by 87% by S2 substance at the dose of 10 mg kg™, on the 14" day. The
extractive fraction S2 promoted activation on the growth of lactobacillus (1852%) and at a
dose of 30 mg kg®, on the growth of bifidobacteria (567%), both on the 28th day. The
extractive fraction S4, at a dose of 10 mg kg™, stimulated the growth of bifidobacteria in
310%. S4 also stimulated the growth of enterobacteria (311%) and bifidobacteria (482%), at
doses of 30 and 60 mg kg™, respectively, both on the 28" day. Biochemistry assays for
identification of enterobacteriaceae whose growth was stimulated by S4 fraction indicates the
presence of potential pathogens such as Klebsiella pneumoniae, Shigella sp, Edwardsiella
tarda, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes and bacilli Gram-negative composing
the colonies.S2, at a dose of 300 mg kg™, stimulated by 158% and 486% the growth of
bifidobacteria on the 14™ and 28" days, respectively. This same fraction and dose stimulated
at 226% the growth of lactobacilli, on the 28™ day. No results of activation or inhibition of
growth remained until the 56™ day, indicating that the effect on growth was dependent on the
administration of all substances. The deproteinized extractive fraction of the mycelium (S3)
showed no effect on growth of all the tested microorganisms. The results suggested that the
extractive fraction of the mycelium (S2) present a possible prebiotic potential, being capable
to promote the growth of lactobacili and bifidobacteria without changing the
enterobacteriaceae content. Regarding the body weight, weight gain provided by S4 intake
may be related to a lack of protein in the substance and better utilization of nutrients in the
diet.

Key-words:  Pleurotus  sajor-caju, Lactobacillus spp., Bifidobacterium  spp.,
Enterobactereaceae, prebiotic, polysaccharides
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INTRODUCAO

Fungos da classe dos Basidiomicetos tém sido amplamente usados na Asia
como parte da dieta tradicional e da medicina e, nas ultimas décadas, tém sido o
foco de varias pesquisas que buscam por suas propriedades medicinais com 0
intuito de utilizd-los para producdo de farmacos naturais. Os corpos frutiferos
(cogumelos) ou a biomassa micelial sdo considerados nutracéuticos. Estes sao
consumidos in natura ou na forma de capsulas, comprimidos, p0, xaropes ou
solugdes com propriedades terapéuticas utilizadas como um suplemento dietético. A
atividade medicinal destes fungos tem sido atribuida principalmente aos
polissacarideos que compdem a parede celular. Véarios destes biopolimeros
(principalmente beta-glucanas ou heteropolissacarideos) ja foram caracterizados e
avaliados quanto as propriedades antitumoral, anti-inflamatéria, antinociceptiva e
imunoestimulante. Desta forma, o0s cogumelos comestiveis sdo candidatos a
formulacdo de novos alimentos funcionais e nutracéuticos, com propriedades de
promover a saude, embora estudos em relacdo a sua bioatividade quando
incorporada em alimentos ainda sejam muito limitados (CHO et al., 1999; FALCH et
al., 2000; BAGGIO, 2010; WASSER, 2011; ZHANG et al., 2011; GIAVASIS, 2013;
MAJI et al., 2013; GIAVASIS, 2014; KOMURA et al., 2014).

Dentre os principais cogumelos comercialmente cultivados, os do género
Pleurotus, como por exemplo, P. florida, P. tuber-regium, P. sajor-caju, P.
pulmonarius, P. ostreatus e P.eryngii, apresentam, além do seu valor gastronémico,
diversas propriedades farmacologicas comprovadas (RAGUNATHAN et al., 1996),
tais como antitumoral, anti-inflamatéria, antiviral, imunomoduladora, antioxidante,
hipocolesterolémica e anti-diabética (TSAI, TSAl e MAU, 2007; PALACIOS et al.,
2012). Sao ainda usados em individuos com artrite reumatoide e lupus (SMITH,
ROWAN e SULLIVAN, 2002) e na estimulacdo do crescimento de bactérias
probidticas (XU, 2001; WASSER, 2002; STACHOWIAK e REGULA, 2012; GIAVASIS
2013).

Embora tradicionalmente, as pesquisas sobre a atividade biolégica de
cogumelos tenham enfoque nos compostos obtidos do corpo de frutificagao
(KURBANOGLU, ALGUR e ZULKADIR, 2004; EL-KATTAN et al., 1991;
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LITCHFIELD, 1967), o cultivo liqguido tem gerado grande interesse pois pode-se
obter substancias com potencialidades terapéuticas (WISBECK et al., 2002).

Diversos estudos apontam que os fungos tanto podem estimular o
crescimento de micro-organismos quanto atuar como antimicrobianos. Estudos in
vitro realizado por Schott et al. (2013), sugeriram que o polissacarideo extraido do
corpo frutifero de Pleurotus ostreatus apresenta potencial prebidtico e o corpo
frutifero deste fungo pode atuar como prebidtico ou como antimicrobiano,
dependendo da concentracdo utilizada e do micro-organismo em questdo. Nos
testes in vivo, os resultados apontaram para um possivel potencial prebidtico de
polissacarideos extraido do corpo frutifero de Pleurotus ostreatus.

Véarios fatores associados a vida moderna, como a ma alimentacao,
sedentarismo, estresse, poluicdo, alcool, tabagismo, desencadeiam um desequilibrio
da microbiota intestinal dos individuos, ocasionando disbiose intestinal. Esta
disbiose favorece o aparecimento de doengcas como cancer, diverticulite e alteracdes
no sistema imunoldgico. A utilizacdo de prebidticos na alimentacdo tem o intuito de
favorecer o crescimento e o equilibrio da microbiota intestinal (GUARNER et al.,
2011).

A microbiota intestinal humana € altamente complexa e compreende varias
centenas de espécies bacterianas. Ela esta associada ao estado de saude dos
individuos, influenciando muitos aspectos na fisiologia do hospedeiro. A sua
composicdo é influenciada por uma variedade de fatores que incluem as espécies
microbianas adquiridas no nascimento, genética do hospedeiro, fatores
imunolégicos, uso de antibidticos (WALKER et al., 2011; RELMAN, 2012) e também
efeitos dietéticos (DUNCAN et al., 2007; WALKER et al., 2011; RUSSELL et al.,
2011). A microbiota intestinal é importante para o desenvolvimento e maturacédo do
sistema imune, atuando na mediacdo da tolerancia dietética. A dieta € um dos
principais fatores que podem influenciar o sistema imunologico no trato
gastrointestinal, bem como a composicdo microbiana intestinal (ROLLER,
RECHKEMMER e WATZL, 2004).

Dentro deste contexto, ha um interesse crescente na utilizacdo de alimentos
funcionais para modular o sistema imunolégico com o objetivo de melhorar a saude
e bem-estar. A introducéo de prebioticos na dieta tem sido cada vez mais utilizada,

pois é reconhecido que a composi¢cdo das espécies da microbiota, bem como muitas



22

das suas caracteristicas fisiolégicas, pode ser modificada por mudancas no consumo
alimentar (FLINT et al., 2012; GIBSON et al., 2004).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de
diferentes concentracfes de fracdes extrativas polissacaridicas da biomassa micelial
e do caldo de cultivo obtidos por cultivo liqguido de Pleurotus sajor-caju sobre o
crescimento de lactobacilos, bifidobactérias e enterobactérias da microbiota intestinal

de camundongos Albino Swiss, analisando o seu possivel efeito prebiotico.
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CONTEXTO INTERDISCIPLINAR DO ESTUDO

Atualmente, ha uma crescente preocupacdo com a presenca de farmacos em
ambientes aquaticos e seus possiveis impactos ambientais. A literatura mostra que
varios pesquisadores, em todo o mundo, detectaram muitos desses farmacos
residuais em aguas naturais e em efluentes de estacdes de tratamento de esgotos.

Em todo mundo, farmacos, tais como, antibioticos, anestésicos, antilipémicos
e anti-inflamatdrios, foram detectados no esgoto doméstico, em aguas superficiais e
de subsolo.

A educacdo em saude e meio ambiente deve ser entendida como uma
importante vertente a prevencdo, e que na pratica deve estar preocupada com a
melhoria das condi¢des de vida e de saude da populacdo, minimizando os impactos
ambientais.

Neste contexto uma microbiota intestinal saudavel e microecologicamente
equilibrada resulta em um desempenho normal das funcbes fisiolégicas do
hospedeiro, o que ird assegurar melhoria na qualidade de vida do individuo. Este
resultado é de suma importancia, particularmente nos dias de hoje, em que a
expectativa de vida aumenta exponencialmente. O papel direto dos microrganismos
probidticos e indireto dos ingredientes prebidticos, incluindo os polissacarideos
fungicos, no sentido de propiciar, no campo da nutricdo preventiva, essa microbiota
intestinal saudavel e equilibrada ao hospedeiro, estd sendo alvo de diversos
estudos.

Uma melhor compreensdo sobre a interacdo entre o0s polissacarideos
fungicos, seus metabdlitos intestinais, a microbiota intestinal e o hospedeiro abrira
novas possibilidades de produzir novos ingredientes para produtos alimenticios
nutricionalmente otimizados e suplementos alimentares a base de extratos de
fungos, que promovam a saude do hospedeiro, através da ativacdo microbiana
benéfica no intestino, fazendo com que os individuos evitem a utilizacdo de farmacos

contribuindo desta forma com o meio ambiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de fracdes extrativas da biomassa micelial e do caldo de cultivo de

Pleurotus sajor-caju sobre a microbiota intestinal de camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

« Avaliar o efeito das fraces extrativas (10, 30 e 60 mg kg™) obtidas do caldo
de cultivo e da biomassa micelial de P. sajor-caju sobre a massa corporal dos

camundongos.

* Avaliar o efeito de fragcbes extrativas obtidas do caldo de cultivo e da
biomassa micelial de P. sajor-caju sobre o crescimento de micro-organismos
intestinais de camundongos (lactobacilos, bifidobactérias e enterobactérias)

nas concentracdes de 10, 30 e 60 mg kg™.

+ Definir a fracdo extrativa que melhor favoreca o crescimento de

bifidobactérias e lactobacilos e testa-la na concentracdo de 300 mg kg™.

* ldentificar enterobactérias cujo crescimento tenha sido favorecido pelas

fracOes extrativas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fungos

Os fungos tém importancia ecolégica e econbmica. Ecologicamente,
degradam compostos organicos, independente da origem, convertendo-os em
elementos aproveitaveis pelas plantas, portanto sdo considerados importantes
decompositores de matéria organica no ecossistema. Economicamente, merecem
destaque em varias areas como a Medicina, Farmacia, Nutricdo, Fitopatologia,
Agricultura, Biotecnologia, entre outras (MORAES, ALMEIDA-PAES e HOLANDA,
2010).

Sao seres eucariontes, cosmopolitas (estdo presentes em qualquer parte do
planeta), heterétrofos e sapréfagos (alimentam-se da matéria organica animal ou
vegetal morta). S&o aclorofilados, sendo assim néo realizam fotossintese. Sua
nutricdo se da por absor¢cdo com o auxilio de enzimas digestivas (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005).

Os fungos resistem a grandes variacdes térmicas que, dependendo da
espécie, varia de —6°C a 50°C ou mais. Se desenvolvem normalmente em meios
com pH &cido, necessitando de alguns minerais, carbono e nitrogénio organico ou
inorganico para sobreviver. Algumas espécies necessitam ainda de vitaminas
(PELCZAR, CHAN e KRIEG, 1996).

Hibbett et al. (2007) descrevem uma abrangente classificacéo filogenética do
Reino Fungi, com base na andlise filogenética molecular. Desta forma,
correntemente, sdo propostos sete filos: Microsporidia, Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Glomeromycota, Ascomycota, e
Basidiomycota. Neste ultimo, encontram-se os fungos da podriddo branca e os
cogumelos comestiveis e medicinais.

Alguns dos fungos mais conhecidos sdo 0s comestiveis e 0s que agem como
fermentadores de vinho, cerveja, pao, queijo etc., sendo importantes para a
industria alimenticia (KIRK et al., 2008).

A maioria dos fungos que apresenta frutificacdo macroscopica, como Agaricus
bisporus (Champignon de Paris), Agaricus blazei (cogumelo do sol), Lentinus edodes
(shiitake) e os do género Pleurotus, esta incluida no filo Basidiomicota (BRUNS,
WHITE e TAYLOR, 1991; BRUNS e GARDES, 1993).
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3.1.1 Filo Basidiomicota

De acordo com Kirk et al. (2008), os basidiomicetos possuem uma variedade
de espécies conhecidas. Possuem estrutura reprodutiva denominada de basidio. Os
basidios produzem esporos denominados basidiésporos. Quando o esporo germina
sdo originadas as hifas monocaritticas. As hifas se unem por plasmogamia e
formam hifas dicarioticas. O micélio formado por hifas dicaridticas pode desenvolver-
se durante anos. Esta é a fase que predomina no ciclo de vida dos basidiomicetos
(SILVA JUNIOR e SASSON, 2005).

O ciclo de vida dos basidiomicetos que crescem no solo, representado na
Figura 1, inicia com a germinacdo de um basidiésporo para produzir micélio
monocaridtico que cresce rapidamente e se espalha por todo o solo. O micélio
representa a fase vegetativa dos basidiomicetos e é formado por filamentos
septados, chamados de hifas. Este micélio primario ao encontrar outro micélio
monocariético se une e forma o miceélio dicariético, que é estimulado a desenvolver o
basidiocarpo (corpo de frutificacdo), que contém os basidios alinhados sobre as
lamelas. A cariogamia ocorre neste local, onde os nucleos se fundem para formar
um nucleo dipldide, que imediatamente sofre meiose, formando quatro nucleos
hapldéides. Estes nucleos vao dar origem aos basidiésporos (haploide), sendo
liberados na maturidade, caindo no substrato e entdo o ciclo se reinicia
(PRESCOTT, HARLEY e KLEIN, 2002). O corpo de frutificacdo, por sua vez, se
diferencia em pileo, estipe, lamelas, anel e volva (bulbo basal) (Figura 2) (PUTZKE e
PUTZKE, 2002).
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Figura 1 - A. Representacdo esquematica do ciclo sexual de um fungo da classe dos
basidiomicetos. B. Representacdo esquematica da formacéo do basidio.
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Fonte: SILVA JUNIOR e SASSON, 2005.
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Figura 2 — Principais estruturas dos corpos frutiferos dos basidiomicetos

Volva

Micélio

Fonte: Modificado de https://pt.wikipedia.org/wiki/Amanita_phalloides

A maior producdo mundial (60%) de cogumelos ocorre na Asia,
correspondendo a 7,4 milhdes de toneladas. A Europa € a segunda maior produtora
(23,4%) seguida das Américas (5,8%), Oceania (0,7%) e Africa (0,2%). Na Coréia do
Sul a producado anual atinge 26 mil toneladas e o consumo per capita, 8 quilos. O
consumo per capita de fungos no Brasil (160 gramas) € muito inferior quando
comparado a Franca (2 kg), Itélia (1,3 kg) e Alemanha (4 kg) (EMBRAPA, 2013).

Devido ao conceito de possuir elevado valor medicinal e nutritivo, e ao preco
mais acessivel, a producdo de fungos comestiveis vem aumentando no Brasil
(FURLANI e GODOQY, 2007). Dados do Censo Agropecuario de 2006 mostram que a
producdo de cogumelos no Brasil foi de 5.894 toneladas, sendo produzidos em 386
empresas agropecuarias. A maior producao foi no Sudeste e Sul do Brasil, somando
um total de 95% da producéo total brasileira nestes dois Estados (IBGE, 2006).

Os basidiomicetos podem ser cultivados em meio sélido, utilizando uma

ampla variedade de substratos tais como folhas de bananeira (RAMPINELLI et al.,
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2010), folhas de pupunheira, extratos da casca de mamona, casca de amendoim e
palha de arroz (ALBUQUERQUE et al., 2013).

Do cultivo sélido obtem-se corpos frutiferos dos quais podem ser extraidos
compostos bioativos. O cultivo submerso em solucdo aquosa € o método mais
empregado nas industrias com o objetivo de obter-se uma variedade de metabdlitos
produzidos por fungos filamentosos e por sua facilidade de manuseio e de controle
de parametros dos bioprocessos (GIBBS et al., 2000; NEE'NIGAM, 2009). Fungos
cultivados em meio liquido ndo produzem os corpos de frutificacdo, mas sim o
micélio (biomassa micelial) e também podem excretar metabdlitos para o caldo de
cultivo.

O cultivo submerso apresenta varias vantagens em relacdo ao cultivo em
meio solido, sendo que a mais importante delas € a reducdo do tempo gasto para
producdo dos compostos utilizados na terapia medicinal (TANG e ZHONG, 2003).
Segundo Wagner et al. (2003), a producéo de corpos de frutificacdo de Ganoderma
lucidum leva pelo menos trés meses, enquanto uma quantidade satisfatoria de seus
polissacarideos, pode ser obtida em cultivo submerso em apenas duas ou trés
semanas. No cultivo submerso, ha a possibilidade de controle do tipo de produto e
as condi¢cbes do processo, como temperatura, taxa de agitacéo, taxa de inoculagao,
fontes de carbono e nitrogénio, e pH (GHORASHI et al., 2003; GETHA et al., 2009).
A possibilidade de manipular as condi¢cdes de cultivo no processo submerso pode
fazer com que os basidiomicetos produzam uma gama de compostos bioativos de
importancia terapéutica, como 0s polissacarideos, num curto periodo de tempo
(ZHONG e TANG, 2003).

Alguns estudos mostram que os corpos frutiferos e a biomassa micelial, bem
como seus extratos, apresentam diversas atividades terapéuticas como potencial
anti-inflamatoério (SMIDERLE et al., 2008; YU et al., 2009; SILVEIRA et al., 2015),
analgésico (SUSEEM et al., 2011), hipoglicEmico (MANZI e PIZZOFERRATO, 2000;
KANAGASABAPATHY et al., 2012), antitumoral (SASAKI e TAKASURA, 1976;
MIZUNO, 1999; WANG et al., 2000; LAVI et al., 2006; SARANGI et al., 2006;
ZHANG et al., 2006; FURLAN et al., 2008; WOLFF et al., 2008; MAITI et al., 2008;
TONG et al., 2009; DALONSO et al., 2010; TELLES et al., 2011; WONG et al., 2011;
ZHANG et al., 2011; FINIMUNDY et al., 2013; ASSIS et al., 2013; FACCHINI et al.,
2014), antimicrobiano (WISBECK et al., 2002), imunomodulador (WASSER, 2002,
WONG et al, 2007; SUN e LIU, 2009; CARBONERO et al., 2012),
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hipocolesterolémico (DAVIDSON et al.,, 1991; LEADBETTER et al., 1991,
BRAATEN et al., 1994; HECKER et al. , 1998; BROWN et al., 1999; KALRA e JOOD,
2000; KERCKHOFFS et al., 2002; DELANEY et al., 2003; NAUMANN et al., 2006),
controle da glicemia no sangue (BOURDON et al., 1999; JUNTUNEN et al., 2002;
FRANK et al.,, 2004; HU et al.,, 2006), aumento da producédo de colecistoquinina
(ANDERSON e GUSTAFSON, 1988; DAVIDSON et al., 1991; BOURDON et al.,
1999).

Dentre os polissacarideos fungicos com atividade medicinal, destacam-se as
B-glucanas, sendo encontradas no basidiocarpo (SMIDERLE et al.,, 2008) e/ou
micélio (KOMURA et al., 2014).

As B-glucanas sado polissacarideos que fazem parte da parede celular de
leveduras, fungos e de alguns cereais. Eles apresentam diferencas no tipo de
ligacdo entre as unidades de glicose da cadeia principal e nas ramificacdes que se
conectam a essa cadeia (MAGNANI e CASTRO-GOMEZ, 2008), possuindo
diferentes atividades medicinais (ANGELI et al., 2009). Sendo assim, a estrutura
quimica de cada macromolécula parece ser determinante para a aplicacdo
terapéutica (COLLEONI-SIRGHIE, 2003).

N&o esta totalmente clara a funcéo especifica das p-glucanas na fisiologia do
fungo. No entanto, acredita-se que a sua principal funcdo seja estrutural, mantendo
a rigidez e a integridade da parede celular. Os glucanos extracelulares de fungos
lignoceluloliticos ajudam na degradacéo da lignina, como fonte indireta de perdxido
de hidrogénio. Estes polissacarideos extracelulares, especialmente em fungos que
fazem a degradacdo da madeira, podem ainda servir como um suporte para
adsorcdo das enzimas excretadas e, admite-se ainda, que os polissacarideos
extracelulares seriam capazes de proteger a hifa de desidratar-se, bem como,
seriam responsaveis pela regulacdo da concentracdo de glicose extracelular (SILVA
et al., 2006).

3.1.2 Fungos do género Pleurotus

Os fungos do género Pleurotus pertencem ao filo Basidiomycota, classe
Basidiomycetes, ordem Agaricales e familia Pleurotaceae. Encontram-se nesse
género, as espécies Pleurotus sajor-caju (DONG, 1988; SODEN, CALLAGHAN e
DOBSON, 2002), Pleurotus ostreatus (YOSHIOKA et al., 1985), Pleurotus


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6941.2008.00478.x/full#b13
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6941.2008.00478.x/full#b38
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http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6941.2008.00478.x/full#b10
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citrinopileatus (ZHANG et al., 1994), Pleurotus djamor (BORGES et al., 2013) e
Pleurotus florida (ROUT et al., 2005), entre outras.

Estes fungos sé@o conhecidos por ter um sabor agradavel e alto teor de
proteinas, vitaminas (tiamina, riboflavina e niacina), minerais (calcio, fosforo, ferro
etc.) e carboidratos e baixo teor de lipideos (MANZI et al., 1999; MATTILA et al.,
2000; MANZI et al., 2001; RAGUNATHAN e SWAMINATHAN, 2003; MDACHI et al.,
2004; MANZI et al., 2004; BONATTI et al., 2004; DEL TORO et al., 2006; GHORAI et
al., 2009; RAMPINELLI et al. 2010).

Seu habitat séo as florestas temperadas, tropicais e subtropicais, podendo ser
cultivado em meio solido (ZADRAZIL, 1984; MAZIERO et al.,, 1995; SANTOS-
NEVES, 2008; BONATTI, 2001; SANCHEZ, 2009; MOONMOON et al., 2010; SHER
et al., 2010; ARORA et al., 2011) e em meio liquido (MAZIERO et al., 1999;
WISBECK et al., 2005; CASTRO et al., 2007; CONFORTIN et al., 2008, GERN et al.,
2008).

A origem da espécie Pleurotus sajor-caju (Figura 3) € asiatica,
especificamente da India, e cresce naturalmente sobre uma planta (Euphorbia
royleans) na base do Himalaia. No Japdo é conhecida como “Houbitake”
(PRAMANIK et al., 2007).

Figura 3 - Corpos frutiferos de Pleurotus sajor-caju.

Fonte: http://sinmushrooms.com/mushrooms.

3.1.2.1 Polissacarideos do género Pleurotus

Diferentes polissacarideos tém sido extraidos e isolados da parede celular

dos corpos frutiferos, do micélio e do caldo de cultivo (exopolissacarideos) de fungos
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do género Pleurotus. Dentre os polissacarideos comumente produzidos por fungos
Pleurotus estdo as glucanas.

A partir dos basidiocarpos de P. sajor-caju foram isolados e caracterizados
trés carboidratos, um heteropolimero denominado manogalactana e duas glucanas.
O heteropolissacarideo, obtido via extracdo aquosa a frio, apresentou manose,
galactose e 3-O-metil-galactose na sua composicéo, sugerindo a presenca de uma
manogalactana. A partir do extrato aquoso a quente, foram isoladas uma 3 e uma a-
glucana, com ligagdes glicosidicas do tipo a-(1—4) e a-(1—6) (SILVA et al., 2011).

Carbonero et al. (2010) concluiram que os basidiocarpos de P. sajor-caju
contém similares manogalactanas, altamente ramificadas, com uma cadeia principal
formada de unidades de a-Galp e 3-O-Me-a-Galp ligadas (1—6), as quais
encontram-se parcialmente substituidas em O-2 por terminais nao redutores de B-D-
Manp.

O Quadro 1 apresenta a estrutura e a atividade bioldgica de polissacarideos

extraidos de diferentes espécies do género Pleurotus.
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Quadro 1- Polissacarideos presentes em fungos do género Pleurotus.

Espécie

Caracteristicas
Estruturais

Atividade Bioldgica

Referéncia

P. ostreatus | a -glucana Efeito antiproliferativo | LAVI et al. (2006)
var. e pro-apoptético de
florida células cancerigenas
P. B-D-glucana Anti-inflamatério e | SMIDERLE et al.
pulmonarius | (1—3),(1—6)-ligada | analgésico (2008)
P. eryngii a-D-glucana(1—3)- | Efeito antiproliferativo | VELEBNY et al. (2008)
ligada
P. ostreatus | B-D-Glcp- Efeito prebiotico SYNYTSYA et al.
e Pleurotus | (1—3),(1—6); (2009)
eryngii a -Glcp-(1—-3)
P. var. a-(1—3)-D-glucana | Inibicdo da adesao de | SELVI et al. (2011)
florida ramificada no O-3 e | células tumorais
0-6 por B-D-
glucose, B-
(1—3),(1—6)-D-
glucana
P. ostreatus | D-glucana- Aumento da | SELVI et al. (2011)
(1—3),(1—06) motilidade
gastrintestinal
P. sajor- B-D-Glcp- Imunoestimulador, KANAGASABAPATHY
caju (1—3),(1—6) hipoglicémico e anti- | et al. (2012)
obesidade
P. ostreatus | Pleurana, Imunoestimulador HOZOVA et al. (2004);
heterogalactana, BRENNAN et al.

proteoglicana

(2013)

P.ostreatus
var. florida

a-Manp-(1—6)-
ligada e B-glucana-
(1—3)-ligada

Atividade
antinociceptiva e
antiinflamatoria

KOMURA et al. (2014)

3.1.2.2 Atividade antimicrobiana de fungos do género Pleurotus

Dentre as diversas atividades bioldgicas atribuidas aos fungos do género
Pleurotus esta a atividade antimicrobiana, que pode afetar diretamente os micro-
organismos do trato gastro-intestinal, foco deste trabalho.

As doencas infecciosas continuam sendo uma ameaca a saude humana pois,
mesmo com o desenvolvimento de medicamentos naturais e sintéticos, a resisténcia

bacteriana causada pelo consumo exacerbado de antibiéticos se tornou um
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problema de saude publica conduzindo os gestores de saude a tomarem diferentes
medidas a fim de amenizar a disseminacdo de bactérias multirresistentes aos
antibioticos convencionais. O uso popular de algumas espécies de cogumelos
possibilitou o seu uso como fonte de compostos antimicrobianos com acao similar
aos antibioticos convencionais (AKYUZ et al., 2010).

A atividade antimicrobiana pode ser atribuida a presenca de varios
metabdlitos bioativos secundarios, compostos volateis, alguns fendis, acidos galico,
acidos graxos livres e seus derivados. A sensibilidade de algumas bactérias para
extratos de cogumelos pode ser explicada pela estrutura hidrofilica que elas
possuem em seu espaco periplasmatico (espaco fluido entre a membrana
plasmatica e a membrana externa de bactérias gram-negativas), o que faz com que
a parede celular seja mais permeavel e, consequentemente, essas bactérias séo
vulneraveis ao ataque por metabolitos presentes em cogumelos (GYAWALI e
IBRAHIM, 2014).

Garcia et al. (1998) detectaram a atividade antimicrobiana do extrato do
micélio de Pleurotus ostreatus crescido sobre graos de trigo, contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum,
Leuconostoc mesenteroides e Bacillus subtilis. Foi testada a adicdo de 3% (p/v) de
farelo de trigo ao meio de cultivo, e esta pode ter sido a indutora de mecanismo de
producao de agente antimicrobiano

Wisbeck et al. (2002), com linhagens de Pleurotus cultivadas em cultivo
submerso, avaliaram a acdo antimicrobiana do caldo fermentado pelos fungos. A
linhagem Pleurotus ostreatus DSM 1833 apresentou atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Candida albicans. Ja a linhagem Pleurotus
ostreatus CCB 001 apresentou atividade somente contra B. subtilis. Pleurotus sp
inibiu em 100% a proliferacdo da bactéria B. subtilis e Pleurotus sajor-caju CCB 019
nao apresentou atividade antimicrobiana contra nenhum dos micro-organismos
testados. O efeito antimicrobiano do caldo de cultivo de P. ostreatus pode estar
associado a presenca de acido benzoico, alcool benzilico, anisaldeido e terpenos,
conhecidos pelas suas propriedades antimicrobianas.

Coutinho et al. (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
(infusdo aquosa a quente) do micélio desidratado de P. ostreatus, cultivado em meio

contendo extrato de trigo e glicose. O extrato promoveu uma inibicdo de 57,5% no
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crescimento de E. coli e de 87,21% no crescimento de B. subtilis, ndo apresentando
atividade contra C. albicans.

Estudos de susceptibilidade antibacteriana de Pleurotus ostreatus in vitro
foram realizados por Kunjadia et al. (2014), nos quais utilizou-se as bactérias Gram-
positivas Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus
subtilis; e as Gram-negativas Proteus vulgaris, Escherichia coli, Enterobacter e
Psedomonas aeruginosa. Para os estudos de susceptibilidade antifingica in vitro
foram utilizadas as estirpes Aspergillus spp , Penicillium spp e Mucor luteus. A
atividade antibacteriana de todos os extratos e fragdes foram rastreadas utilizando o
método de difusdo em &gar. As atividades antifingicas de todos os extratos e
fracOes foram testadas usando o método de turbidimetria. A atividade dos extratos
foi comparada com a dos antibiéticos cloranfenicol e fluconazol para bactérias e
fungos, respectivamente. O extrato etandlico da biomassa micelial obtida em cultivo
submerso de P. ostreatus apresentou baixa atividade antibacteriana (halo de inibic&o
menor que 6 mm) contra B. megaterium, Enterobacter e P. aeruginosa, enquanto o
extrato etanodlico de P. ostreatus cultivado em cultivo sélido mostrou boa atividade
antibacteriana (halo maior que 18 mm) contra estes micro-organismos. O extrato
etandlico de P. ostreatus cultivado em cultivo submerso mostrou pouca atividade
antifingica em relacdo ao do estado sélido. Os resultados obtidos com o extrato
etandlico de P. ostreatus obtido em cultivo sélido foram comparaveis aos obtidos
com o antibidtico padrdo clorafenicol, contra B. megaterium, Enterobacter e P.
aeruginosa.

Ahmad et al. (2014) estudaram a atividade antioxidante e o potencial
antimicrobiano de extratos etandlicos de cogumelos comestiveis (Pleurotus
ostreatus, Morchella esculenta, P. ostreatus (preto), Pleurotus ostreatus (amarelo) e
Pleurotus sajor—caju em diferentes doses (200, 400, 600, 800 e 1000 mg). O
potencial antimicrobiano foi investigado pela sua toxicidade contra cepas de
bactérias gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Salmonella
typhi, Klebsiella pneumonia, Erwinia carotovora e Agrobacterium tumifaciens), cepas
bacterianas gram-positivas (Bacillus subtilis, Bacillus atrophaeus e Staphylococcus
aureus) e uma cepa de fungo (Candida albicans) em comparacdo com antibioticos
convencionais. Os resultados revelaram que o extrato etandlico do basidioma de P.
ostreatus, apresentou atividade antimicrobiana contra todos 0S micro-organismos

testados, exceto E. coli. Pleurotus ostreatus preto apresentou uma zona de inibigéo
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maxima (13 mm) contra Candida albicans e A. tumifaciens. Pleurotus sajor-caju
apresentou melhor atividade (12,5 mm) contra B. subtilis, B. atrophaeus e K.
pneumonia. Pleurotus ostreatus (amarelo) mostrou melhor atividade contra P.
aeruginosa (21,83 mm), B. atrophaeus (20 mm) e C. albicans (21 mm). P. ostreatus
(preto) exibiu melhor atividade contra C. albicans (16 mm) e atividade ligeiramente
inferior contra todos 0s outros micro-organismos exceto S. typhi.

Um estudo realizado por Cilerdzic et al. (2015) avaliou os potenciais
antioxidante e antifiUngico de extratos etanélicos do basidiocarpo e micélio cultivado
em meio enriquecido com farelo de trigo de Pleurotus ostreatus e Agrocybe
cylindracea. Os resultados demonstraram que apenas o0 extrato do basidiocarpo de
A. cylindracea, em uma concentracédo de 1,33 mg mL™, inibiu o crescimento de
Microsporum gypseum e Aspergillus flavus. A mesma substancia na concentragéo
de 1,67 mg mL™ apresentou efeito inibitério no crescimento do fungo M. gypseum.

Smolskaite et al. (2015) pesquisaram oito cogumelos selvagens como
possivel fonte dietética de antioxidantes naturais e agentes antimicrobianos. Foram
utilizados os extratos isolados sequencialmente por ciclo-hexano, diclorometano,
metanol e agua dos seguintes cogumelos: Phaeolus schweinitzii, Inonotus hispidus,
Tricholoma columbetta, Tricholoma caligatum, Xerocomus chrysenteron, Hydnellum
ferrugineum, Agaricus bisporus e Pleurotus ostreatus. Os extratos foram preparados
em varias concentracdes (0,01; 0,1 ; 1 ; 10 e 20 mg mL™). Dez mililitros de cada
concentracdo foram transferidos para o disco. Os discos, entdo, foram transferidos
para as placas de Petri contendo as culturas da levedura Candida albicans e das
bactérias Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa. As placas contendo as
bactérias foram incubadas durante 24h, a 37°C. Verificou-se a zona de inibicdo em
mm de cada placa. Nenhum dos extratos testados foi ativo na concentragéao de 0,01
mg mL™. Comparando-se os solventes, os extratos metandlicos foram, na maioria
dos casos, 0s mais potentes agentes antimicrobianos, enquanto que as fracbes
aquosas apresentaram a mais fraca atividade inibidora para todos os fungos. Todos
0s extratos de P. schweinitzii e I. Hispidus inibiram os micro-organismos testados. A
fracdo metandlica de T. columbetta mostrou um forte efeito contra C. albicans (17 +
2,0 mm), assim como as fragbes metanolicas de T. caligatum, X. chrysenteron, A.
bisporus e P. ostreatus (14 a 15 mm). H. ferrugineum e A. bisporus também

mostraram atividade antimicrobiana contra a bactéria P. aeruginosa (15 mm).
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Chowdhury et al. (2015) revelaram a atividade antibacteriana e antifungica
dos extratos metandlicos de Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes e Hypsizigus
tessulatus. Todos os cogumelos apresentaram atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Saccharomyces
cerevisiae. A determinacao da atividade antimicrobiana indicou uma zona de inibicéo
que variou de 7 a 20 mm contra todas as bactérias e fungos. Valores de inibicdo
minima dos extratos mostraram que eles também sdo ativos mesmo em
concentracdes menores, variando de 1 mg mL™* a 9 mg mL™. Lentinula edodes
apresentou a melhor atividade antimicrobiana (17 + 0,2 mm) contra Bacillus subtilis,
seguido de Pleurotus ostreatus (14 + 0,2 mm) e Hypsizigus tessulatus (16 + 0,2 mm).
Lentinula edodes também mostrou melhor atividade antimicrobiana (20 £ 0,1 mm)
em comparacao ao Pleurotus ostreatus (15 £ 0,2 mm) e Hypsizigus tessulatus (18 *

0,2 mm), contra Saccharomyces cerevisiae.

3.2 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal refere-se a um conjunto de bactérias que habitam
normalmente no intestino do homem. Comeca a se formar ainda no canal de parto,
adquirindo suas caracteristicas principais em torno dos 2 anos de idade, quando
encontramos a maior parte de bifidobactérias (LACERDA e PACHECO, 2006).

Cada individuo possui uma microbiota Unica, pois esta é desenvolvida a todo
instante e é decorrente da dieta, de doencas, do contato com o ambiente e da
interacdo destes com fatores genéticos (HOLZAPFEL, 1998).

A microbiota intestinal pode ser dividida em trés grupos. O primeiro grupo é
constituido pelas bactérias probidticas definidas pela FAO (FAO/WHO, 2002) como
“micro-organismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas
conferem salde ao hospedeiro”. Neste grupo encontram-se o0s lactobacilos,
estreptococos lacticos e as bifidobactérias que colaboram para o bem-estar do
homem por meio de mecanismos tais como aumento da resisténcia a colonizacao de
patogenos, ativacdo do sistema imunolégico, producdo de vitaminas, inativacdo de
substancias cancerigenas e transformacdo de colesterol ao nivel da mucosa
intestinal. O segundo grupo € composto pelas enterobactérias e enterococos que

geralmente ocasionam infecgbes intra ou extra-intestinais em individuos
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imunocomprometidos. O terceiro grupo € composto pelas bactérias nocivas,
representadas pelos clostrideos e bactérias sulforredutoras que produzem toxinas e
acido sulfidrico, respectivamente (TRABULSI e CARNEIRO-SAMPAIO, 2000).

As Dbactérias probiodticas beneficiam o trato gastrointestinal (es6fago,
estbmago, intestino delgado, intestino grosso ou célon) e propiciam o equilibrio da
microbiota & luz destes 6rgdos e, por isto, tornaram-se emergentes, com aplicacées
tanto na agroindustria quanto no uso profilatico em humanos, com diferentes
finalidades: prevencédo de diarreias causadas por bactérias e virus patogénicos;
acao contra infeccbes e complicacdes provenientes da colonizacdo de Heliobacter
pylori, causador da gastrite tipo B, Ulceras pépticas e cancer gastrico; prevencéao de
doencas inflamatérias e sindromes do intestino; prevencdo de cancer de colon;
ativacdo do sistema imunoldgico; prevencdo de doencas alérgicas; prevencao e
terapia de doencas cardiovasculares, diminuicdo do colesterol e triglicerideos e
reducdo de doencas do trato urogenital (FAO/WHO, 2001; REID, 2001; HONG et al.,
2004; FRAGA et al., 2005).

O reconhecimento da importancia da microbiota intestinal para a saude do
individuo tem levado a elaboracdo de estratégias para manipular as populacées
bacterianas (BRANDT et al., 2006), sendo que o interesse por probioticos (bactérias
benéficas) aumenta a partir da possibilidade de se modular beneficamente a
microbiota intestinal, no sentido de diminuir bactérias associadas a doencas
colénicas (BEDANI e ROSSI, 2009).

A microbiota intestinal desempenha um papel importante na manutencao da
saude humana, impedindo a colonizagdo por micro-organismos patogénicos,
produzindo nutrientes e mantendo a mucosa intestinal em um estado integro. Outras
funcdes importantes comecaram a ser reveladas nos ultimos anos, sugerindo que 0s
efeitos da microbiota do intestino podem ser mais profundos, influenciando
processos complexos, tais como, o metabolismo de glicose e lipidios, predisposi¢cao
a obesidade e doencas mediadas pelo sistema imunologico, incluindo a doenca
inflamatoria intestinal, doencas autoimunes e reacgdes alérgicas (KELLY et al., 2007,
HOLMES et al., 2008).

Grupos microbianos especificos como Lactobacillus spp produzem vitaminas
e podem, assim, contribuir para fornecer vitaminas para o hospedeiro humano. Além
da vitamina K (WEBER e POLANCO, 2012), vitamina B12 (SANTOS et. al., 2008),
vitamina B1 (tiamina), B2 (riboflavina) e B6 (piridoxina) (FABIAN et al., 2008), outras
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vitaminas, como vitamina B7 (biotina), vitamina B9 (acido félico) e vitamina B3 (acido
nicotinico) podem ser liberadas afetando positivamente a saude do hospedeiro e
fornecendo possiveis efeitos probioticos (VANDENPLAS et al., 2015).

Quando a microbiota normal é alterada, as condicbes de competicdo entre as
bactérias desaparecem e modifica-se 0 ambiente, propiciando a proliferacdo de
micro-organismos transitérios e outros patogénicos sobreviventes, 0s quais
proliferam e podem provocar quadros patologicos diversos (SANTOS e
VARAVALLO, 2011). Situagcbes como alimentacdo inadequada, stress,
envelhecimento, uso excessivo de alguns medicamentos, levam a uma
predisposi¢cao para a disbiose intestinal. A alteracdo do ritmo intestinal, falta de
concentracdo, eructacdes, acne, cansaco, flatuléncia e depressdo sugerem o
desequilibrio da microbiota intestinal (BOTTARI, 2012).

A microbiota possui quantidades e espécie de bactérias diferentes em cada
porcdo do trato gastrointestinal. Inicia-se com um menor nimero de bactérias no
intestino delgado proximal, de 10* unidades formadoras de colénias por mL (UFC
mL™), finalizando com um maior nimero no célon, de 10** UFC mL™, superando em
quantidade o total de células do corpo humano (BRANDT et. al., 2006).

Encontramos em média 100 trilhGes de bactérias no corpo humano, todas em
constante processo de multiplicacdo e excrecdo no intestino, desempenhando
funcdes de extrema importancia para o organismo. No intestino grosso, existem
cerca de 500 espécies de bactérias com predominio de bactérias anaerdbicas na
proporcdo 1000 anaerbbicas para 1 aerdbica (BRINGEL, 2005). O Quadro 2
apresenta o0s principais géneros bacterianos presentes no sistema digestoério

humano.
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Quadro 2 - Concentracdo e géneros bacterianos presentes no sistema
digestorio humano

Estébmago e duodeno Jejuno e ileo Célon
10" a 10° UFC mI™* 10* a 10° UFC mI™* 10" a 10" UFC m!™
Lactobacilos Lactobacilos Bacteridides

Estreptococos Enterobactérias Bifidobactérias
Leveduras Estreptococos Estreptococos
Bacterioides Fusobactérias
Bifidobactérias Enterobactérias

Fusobactérias Clostridios

Veilonella

Lactobacilos
Proteus
Estafilococos
Pseudomonas
Leveduras

Protozoa

Fonte: Modificado de Holzapfel et al. (1998).

A microbiota de um individuo adulto sem problemas de saude é composta
predominantemente de micro-organismos probioticos, pertencentes aos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus e, em menor nimero, as bactérias Streptococcus
thermophilus e Enterococcus faecium (COLLINS, THORNTON e SULLIVAN, 1998;
LEE et al., 1999; SANDERS e KLAENHAMMER, 2001).

Dentre a microbiota do intestino do camundongo estdo as bactérias
anaerobias facultativas Lactobacillus spp, Enterobacillus spp e Enterococcus spp,
além dos anaerobios Bacterodides spp e Clostridium spp (SCHAEDLER et al., 1965;
DUBOS et al., 1965).

3.2.1 Bifidobactérias

No ano de 1910, Metchnikoff foi o primeiro a disseminar a teoria de que o
consumo regular de leites fermentados oferecia beneficios a saude. Um pouco

antes, no ano de 1899, Tissier isolou bifidobactérias a partir das fezes de um recém-
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nascido e verificou que estas bactérias eram o componente predominante da
microbiota intestinal de humanos (LOURENS-HATTINGH e VILJOEN, 2001).

Existem varias espécies de Bifidobactéria com funcédo probidtica. Entre elas
podemos citar B. essencis, B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B.
infantis, B. longum, B. bifidus e B. lactis (classificado como Bifidobacterium animalis
subspécie lactis) (KALANTZOPOULOQOS, 1997; ANAL e SINGH, 2007; SHAH, 2007).

As bifidobactérias sdo micro-organismos gram-positivos, anaerobios estritos,
gue habitam naturalmente o trato gastrintestinal dos humanos, compondo 25% do
total da microbiota intestinal do adulto e 95% do recém-nascido. N&o possuem
motilidade, ndo formam esporos e apresentam-se em formas bifurcadas (forma de Y
ou V) embora, em condi¢cdes desfavoraveis, possam também apresentar outras
formas (SOLANO-AGUILAR et al., 2008).

Sd80 micro-organismos sacaroliticos e conseguem fermentar glicose,
galactose e frutose, gerando a producdo de &cido acético e &cido latico e, em
concentracbes menores, 0 acido succinico e CO, (LEAHY et al., 2005; ANAL e
SINGH, 2007).

O género Bifidobacterium é conhecido por promover efeitos benéficos a
saude do hospedeiro ao participar da producdo de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) no intestino, reduzir o pH, desempenhar acado bactericida, diminuir a
producdo de amoénia pela fermentacéo de proteinas, produzir vitaminas (GUARNER,
2005; VENTURA et al., 2009; PRETER, 2011) e modular a resposta imune, podendo
auxiliar na melhora de doencgas gastrointestinais (FEMIA et al., 2004; POOL-ZOBEL,
2005).

A eficacia de certos probidticos na diarreia baseia-se provavelmente na sua
capacidade de proteger o hospedeiro contra as toxinas geradas pelas bactérias,
resultando na inibicdo da expresséo destas toxinas. Bifidobacterium breve Yakult e
Bifidobacterium pseudocatenulatum DSM 20439 inibiram a toxina shiga em cepas de
E. coli O157:H7 in vitro e in vivo. Neste estudo, todos os animais tratados com a
cepa de B. breve Yakult sobreviveram apds o desafio com E. coli, ao passo que 90%
dos ratos no grupo de controle tiveram perda significativa de peso corporal e
morreram apos 16 dias. Em estudos in vitro, a elevada concentracdo de &cido
acético produzido (56 mM) e a reducao do pH (6,75) pela cepa B. Breve Yakult pode

ser responsavel pela inibicdo da expresséo da toxina shiga (ASAHARA et al., 2004).
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3.2.2 Lactobacilos

O género Lactobacillus € formado por micro-organismos gram-positivos, que
nao formam esporos e sobrevivem em microaerofilia, ou seja, em pouca quantidade
de oxigénio. O pH 6timo de crescimento esta na faixa de 5,5 a 6,0 e temperatura
otima entre 35 e 40°C, crescendo em temperaturas de até 45°C. Estes micro-
organismos sao tolerantes ao acido cloridrico e a bile presente no trato
gastrintestinal e sdo capazes de aderir as células do epitélio intestinal (GOMES e
MALCATA, 1999).

Dentre as bactérias laticas pertencentes ao género Lactobacillus, destacam-
se L. acidophilus, L. helveticus, L. casei - subsp. paracasei e subsp. tolerans, L.
paracasei, L. fermentum, L. reuteri, L. johnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus e L.
Salivarius. As espécies L. acidophilus, L. casei, L. reuteri e L. rhamnosus sao os
probidticos mais utilizados na producdo de alimentos. (COLLINS, THORNTON e
SULLIVAN, 1998; LEE et al.,1999; SANDERS e KLAENHAMMER, 2001).

Lactobacillus fazem parte da microbiota dominante do trato gastrointestinal de
roedores, em especial Lactobacillus murinus, e de outros mamiferos. Exercem um
papel importante na prevencao do crescimento exacerbado de bactérias patogénicas
entéricas como E. coli, Salmonella typhimurium, Clostridium perfringens, S. aureus
(NARDI et al., 2005; MATOS, 2007).

As primeiras bactérias a colonizar o trato gastrintestinal no primeiro ou
segundo dia apo6s o nascimento dos camundongos sdo o0s Lactobacillus e
Streptococcus anaerdbios facultativos. Encontramos estas bactérias em todo o trato
digestorio, mas a principal localizacdo é no estémago, formando uma camada no
epitélio escamoso estratificado queratinizado (DAVIS et al., 1973).

Segundo Brandt et al. (2006), a maior parte da microbiota bacteriana intestinal
€ benéfica ao hospedeiro, exercendo funcbes digestiva, imunomoduladora e de
inibicdo de patdogenos. Em uma microbiota normal espera-se uma maior quantidade
de lactobacilos (10 a 100x) do que de enterobactérias.

Alguns probioticos sdo capazes de proteger 0 organismo contra
cianobactérias e toxinas fungicas. A base do efeito protetor observado é a interagédo
fisica entre toxina e probidtico de inativacdo metabdlica. A micotoxina
desoxinivalenol pode estar presente em cereais quando ndo houver um controle no

seu armazenamento e esta podera causar gastroenterite. Lactobacillus rhamnosus
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GG vivo ou morto pode-se ligar ao desoxinivalenol e restringir a biodisponibilidade
desta toxina (TURNER et al., 2008). A mesma cepa e o0 L. rhamnosus LC-705 s&o
capazes de se ligar a outras micotoxinas, incluindo as aflatoxinas. Em ratos, L.
rhamnosus GG foi capaz de modular a absorgéo intestinal e promover o aumento da
excrecdo fecal de aflatoxina, resultando em toxicidade reduzida, expressa como
lesdo hepatica diminuida (GRATZ et al., 2006). Dados obtidos também in vitro
indicam que a cepa Lactobacillus rhamnosus GG reduz a absorgéo de aflatoxina B1
(GRATZ et al., 2007).

Muitos lactobacilos e algumas cepas de bifidobactérias mostraram uma
atividade anti-mutagénica em estudos in vitro. A capacidade destes probidticos para
metabolicamente inativar substancias mutagénicas pode ser responsavel por esta
propriedade. Além disso, foi demonstrado que certos probiéticos ligam compostos N-
nitrosos e aminas aromaticas heterociclicas, podendo levar a reducédo dos niveis de
compostos cancerigenos e reduzir os danos do DNA (GEIER et al., 2006).

Forestier et al. (2001), utilizando linhagens de células intestinais Caco-2 em
um modelo in vitro, demonstraram que a cepa probidtica de Lactobacillus casei
rhamnosus Lcr35 exibiu propriedades de adesdo as células epiteliais do intestino.
Os autores verificaram ainda que as bactérias patogénicas Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), Klebsiella pneumoniae,
Shigella flexneri, Salmonella typhimurium, Enterobacter clocae, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis e Clostridium difficile apresentaram multiplicacéo
reduzida ap6s 5 horas de incubacdo em meio Luria-Bertani ou agar Columbia
suplementado com 5% de sangue de carneiro contendo sobrenadante da cepa
probidtica Lcr35 livre de células.

A aderéncia de microrganismos probidticos as células epiteliais do intestino e
a subsequente colonizagdo da mucosa sdo de fundamental importancia para a
ocorréncia dos efeitos benéficos a saude humana, adicionalmente, os probioticos do
grupo Lactobacillus casei apresentam efeito protetor contra microrganismos
patogénicos e estudos in vitro tém sido utilizados para avaliar tais efeitos, a atividade
de diferentes cepas de Lactobacillus spp isoladas de fezes de recém-nascidos e de
criangas com até dois anos de idade, sobre bactérias contaminantes de alimentos ou
patdgenos foi estudada por Arici et al. (2004). Os autores verificaram que 4 cepas de
Lactobacillus paracasei (IF8, IF9, IF10 e IF11) exerceram efeito inibitorio sobre
Staphylococcus aureus ATCC 28213 e 3 cepas (IF8, IF10 e IF11) inibiram a
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multiplicacdo de Staphylococcus aureus ATCC 2392, em ensaios de difusdo em
agar. A conclusdo daquele estudo foi que tais cepas de Lactobacillus paracasei
podem contribuir para a manutencdo da microbiota intestinal normal daquelas
criancas, por meio do controle da multiplicacdo de bactérias potencialmente

patogénicas a saude e, dessa forma, prevenir a ocorréncia de doencas.
3.2.3 Enterobactérias

Apo6s alguns dias do nascimento a microbiota intestinal é colonizada por
coliformes e Enterococcus. As Ultimas bactérias correspondem as tolerantes e nao
tolerantes ao oxigénio (anaerodbias) que irdo colonizar o trato digestivo durante a
segunda semana ap0s o0 nascimento. As aerotolerantes sao, predominantemente, do
género Bacteroides e as intolerantes sao as formas fusiformes (bactérias de varios
géneros). Um ou mais tipos de bactérias fusiformes colonizam a mucina associada
com o epitélio da mucosa do ceco e colon de camundongos adultos (DAVIS et al.,
1973).

O grupo de enterobactérias € representado principalmente por Escherichia
coli, Salmonella spp, Shigella spp, Yersinia enterocolitica, Klebsiella spp, Proteus
spp e Citrobacter spp. Sdo geralmente considerados patdégenos oportunistas, ou
seja, causam doenca em hospedeiros com defesas comprometidas e tornaram-se
uma séria causa de infeccbes nosocomiais (adquirida em meio hospitalar)
(GALLAGHER, 1990; COLLINS et al., 1998; LEE et al., 1999).

Os bacilos gram-negativos que pertencem a familia Enterobacteriaceae, cujo
habitat natural € o célon de humanos e animais, S80 0S micro-organismos
frequentemente isolados a partir de amostras clinicas, sendo responsaveis por
qualquer tipo de doenca infecciosa. Correspondem a, aproximadamente, 50% dos
casos de sepse e a mais de 70% das infec¢Oes do trato urinario, além de responder
por um percentual significativo das infec¢des intestinais. Atingem, principalmente,
pacientes imunocomprometidos ou debilitados, altamente suscetiveis a infeccfes
hospitalares, quer por colonizacdo por cepas ambientais ou por procedimentos
invasivos, como o cateterismo, broncoscopia ou biopsias cirurgicas (KHAN et al.,
2011; ALLGAYER et al., 2015).

Em estudo realizado por Minagawa (2007), com camundongos Swiss
C57BL/6, BALB/c, C3H/HePas, C3H/HeJ, MDX e YCx43, objetivou-se analisar a
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microbiota intestinal aerdbia bacteriana e fungica e avaliar a resisténcia in vitro de
cepas isoladas de E. coli aos antimicrobianos, identificando os micro-organismos
presentes nos diferentes ambientes em que estes animais foram mantidos,
verificando as diferencas entre eles. Verificou-se que as linhagens de camundongos
estudadas apresentam microbiotas fecais diferentes. As cepas de E. coli foram
diferentes em cada linhagem. Apresentaram resisténcia a multiplos antibidticos e
nao se apresentaram como patogénicas. A E.coli pode ser encontrada no meio
ambiente, como uma bactéria comensal no intestino de mamiferos (PICARD et al.,
1999; CLARKE, 2001).

Os enterococos podem também ser encontrados em uma vasta gama de
produtos probidticos. Neste grupo, E. faecium tem sido estudado por apresentar
efeitos benéficos a salde gastrintestinal, a despeito de o género Enterococcus ser
um reconhecido causador de infec¢cdes no ser humano. Um grupo de pesquisadores
iniciou estudos para a utilizacdo de uma linhagem de Escherichia coli com
caracteristicas probidticas (KRUIS, 2004; SCHULTZ et al., 2004; UKENA, 2007,
HENKER, 2007; SCHLEE, 2007).

3.2.4 Substancias que afetam a microbiota intestinal — Prebidticos

Os prebidticos sdo ingredientes nutricionais ndo digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro e estimulam seletivamente o crescimento e atividade de
uma ou mais bactérias benéficas do célon, melhorando a salde do seu hospedeiro
(GIBSON e ROBERFROID, 1995).

Os prebidticos sdo nutrientes para as bactérias probiéticas, estimulando o
crescimento e ativando o metabolismo de bactérias benéficas do trato intestinal
(SCHREZENMEIR e DE VRESE, 2001; BOUHNIK et al., 2006).

Os prebidticos incluem as fibras da dieta, tais como, a inulina e a oligofrutose,
um produto da hidrélise (dcida ou enzimética) da inulina também designado de
oligbmeros de frutose, fruto-acicar ou fruto-oligossacarideos (FOS) (HAULY e
MOSCATTO, 2002). Os seres humanos ndo conseguem digerir esses carboidratos
de reserva das plantas, ou seja, os FOS nao podem ser hidrolisados por enzimas do
intestino delgado, de modo que passam para o intestino grosso e ali sofrem a
fermentacdo (HAULY e MOSCATTO, 2002). Estes oligossacarideos tém duas

qualidades, resisténcia a acdo das enzimas hidroliticas e uma preferéncia por
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bifidobactéria, ou seja, sao bifidogénicos, por isso sao considerados prebioticos.
Alimentando as bactérias benéficas que habitam o intestino e provocando uma
reducdo do pH, proporcionam também uma melhor absorcdo de minerais como
calcio e magnésio (CUMMINGS et al., 2001).

No colon, os polissacarideos néo digeriveis no trato digestério anterior sofrem
fermentacdo por micro-organismos deste local, gerando acidos graxos de cadeia
curta (AGCC). O butirato, acetato e propionato sdo alguns dos AGCC produzidos.
Estudos mostram que praticamente 70% da energia adquirida pelos colondcitos séo
provenientes da oxidacao do butirato (CUMMINGS, 1997).

Os prebiodticos estimulam o crescimento de alguns grupos de populacéo
microbiana, tais como as bifidobactérias e os lactobacilos, sendo considerados
benéficos para a saude humana (BLAUT, 2002). Os prebidticos mais eficientes
reduzem a atividade de organismos potencialmente patogénicos (ROBERFROID,
2002). Atribui-se a essas moléculas a modulagcdo do metabolismo lipidico e da
composicdo da microbiota intestinal, a qual exerce um papel fundamental na
fisiologia intestinal e a reducéo do risco de cancer de célon (ROBERFROID, 2002). A
alteracdo da microbiota intestinal causada pelo uso de prebiéticos pode ocorrer por
meio do fornecimento de nutrientes para as bactérias desejaveis ou por meio do
reconhecimento, pelas bactérias patogénicas, de sitios de ligagbes nos
oligossacarideos como sendo da mucosa intestinal, reduzindo a colonizagéo
intestinal indesejavel, resultando em menor incidéncia de infeccbes e melhor
integridade da mucosa intestinal (1J1 e TIVEY, 1998).

Uma classe de prebidticos que estdo se tornando cada vez mais
reconhecidos como ingredientes funcionais em produtos alimentares e bebidas sao
as B-glucanas, componentes da parede celular das plantas e fungos e abundantes
no endosperma dos cereais, como cevada e aveia (ANGELOV et al.,, 2006;
NAUMANN et al., 2006).

Estudos mostraram que a suplementacdo da dieta de ratos com [3- glucana
proveniente de aveia aumentou o numero de lactobacilos e bifidobactérias na
microbiota do ceco, sendo considerada um alimento prebiético. Os produtos
derivados de alimentos que estimulam a populacdo de Lactobacillus autéctones no
célon humano sédo de grande interesse biotecnolégico e médico (SNART et al.,
2006).
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3.2.5 Efeito prebidtico de fungos

Na busca de novas fontes de prebidticos, os cogumelos parecem ser um
potencial candidato, pois contém carboidratos como quitina, hemicelulose, B e a-
glucanas, mananas, xilanas e galactanas (AIDA et al., 2009).

Pesquisas tém indicado que polissacarideos obtidos de cogumelos como
Pleurotus sp. (SYNYTSYA et al., 2009), Lentinus edodes, Tremella fuciformis (GUO
et al., 2004), e Agaricus bisporus (GIANNENAS et al.,, 2011) possuem atividade
prebidtica. O componente ativo é a longa cadeia de B -glucanas, incluindo homo e
heteroglucanas com liga¢des glicosidicas B (1—3), B (1—4) e/ou B (1—6) (MANZI e
PIZZOFERRATO, 2000).

SYNYTSIA et al. (2009) avaliaram a atividade prebidtica dos extratos alcalino
e soluvel em agua de Pleurotus ostreatus e Pleurotus eryngii. O crescimento dos
micro-organismos Lactobacillus ssp, Bifidobacterium ssp e Enterococcus faecium foi
comparado em meio de cultivo na auséncia e na presenca dos extratos. A taxa de
crescimento maxima, a concentracdo maxima de biomassa e a producao final de
acido (medida como a diminuicdo do pH), foram observados em quatro cultivos
independentes. O extrato de corpos frutiferos de P. ostreatus e P. eryngii foram
capazes de estimular o crescimento de Lactobacillus ssp, Bifidobacterium ssp e
Enterococcus faecium, confirmando a atividade prebiotica.

B-glucanas derivadas da cevada, algas e esclerécios de cogumelos foram
incubadas com culturas puras de Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum e
Bifidobacterium adolescentis por 24h, para avaliar seu efeito bifidogénico. A inulina
foi utilizada como controle positivo. Todas as p-glucanas propriciaram o crescimento
das trés bifidobactérias, com um crescimento relativamente maior nas cepas de B.
Infantis (ZHAO e CHEUNG, 2011).

Polissacarideos de Ganoderma lucidum (incluindo  [B-D-glucanos,
heteropolissacarideos e glicoproteinas foram usados como fontes de carbono em
cultivo contendo Bifidobacterium pseudocatenulatum G4, B. longum BB536 e B.
braquia ATCC 15700 por 24h a 37 °C. A glicose foi utilizada como controle. A
mistura de polissacarideos promoveu o crescimento de probioticos do género
Bifidobacterium (aumento de 0,3 a 0,7 log'® de células mL™) e Lactobacillus

(acréscimo de 0,7 a 1 log® células mL™) em relacéo ao controle (YAMIN et al.,2012).
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B-glucana de algas (laminarina), de cevada e de esclerécios de Pleurotus
tuber-regium foram cultivadas através do método em batelada juntamente com
cepas de Bifidobacterium infantis (JCM 1222) por 24h. Enzimas e transportadores
que participaram foram elucidados e também acuUcares, enolase e proteinas do
sistema fosfotransferase. Prop0s-se um modelo para o catabolismo de B-glucanas
em B. Infantis (ZHAO e CHEUNG, 2013).

Polissacarideos de cogumelos Lentinula edodes, Pleurotus eryngii e
Flammulina velutipes com concentra¢des diferentes, incubados com bactérias
probiéticas e verificagdo do crescimento ap6s armazenagem frigorifica de 28 dias.
Baixa concentracdo (0,1 — 0,5%) de polissacarideos aumentaram a taxa de
sobrevivéncia de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei e Bifidobacterium
longum subsp. longum durante armazenamento a frio (CHOU et al., 2013).

Schott et al. (2013) constataram que os polissacarideos extraidos de Agaricus
blazei estimularam em 772% o crescimento de Lactobacillus spp, quando usado em
uma concentracdo de 30 mg kgt. Os polissacarideos de Pleurotus ostreatus
estimularam em 378% o crescimento de Bifidobacterium spp quando usados em
uma concentracdo de 10 mg kg®. O crescimento de Lactobacillus também foi
estimulado em 628% quando esta substancia foi utilizada na dose de 30 mg kg™. Os
resultados sugeriram um potencial prebidtico dos polissacarideos de ambos os
fungos.

Diante das informacdes coletadas na realizacédo desta revisao bibliografica, foi
possivel constatar que os fungos do género Pleurotus tém se destacado por seu
potencial antimicrobiano e, mais recentemente, como nutrientes para bactérias
probidticas, agindo como um prebidtico. Desta forma, com o intuito de elucidar o
efeito das fracdes extrativas do caldo do cultivo e do micélio de P. sajor-caju sobre a
microbiota intestinal de camundongos, sao apresentados nos capitulos seguintes os

métodos utilizados, os resultados e as conclusdes obtidas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Producdao de polissacarideos por Pleurotus sajor-caju

4.1.1 Micro-organismo e manutencao

Utilizou-se a linhagem Pleurotus sajor-caju, cedida da Colecao de Culturas de
Basidiomicetos do Instituto de Botanica de S&o Paulo, sob o cddigo de CCB 019
(Figura 4). A cultura foi mantida em meio sélido TDA (trigo, dextrose e &agar),
composto por 1,0 L de extrato de trigo, 20 g de dextrose e 15 g de agar, conforme
proposto por Furlan et al. (1997), sob refrigeracéo (4°C) e os repiques foram feitos a
cada trés meses.

Figura 4 - Placa de Petri contendo Pleurotus sajor-caju em meio TDA
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Fonte: Priméaria

4.1.2 Preparo do pré-cultivo (indculo)

Os cultivos de P. sajor-caju para a obtencédo da biomassa micelial e do caldo
de cultivo foram realizados no laboratorio de Biotecnologia Il da Univille.

O inoculo foi preparado em frascos de Duran de 2,0 L com duas saidas
laterais e composto por 400 mL de meio de cultivo para a producdo de
polissacarideos extracelulares (POL) conforme adaptado do proposto por Cavazzoni
e Adami (1992), em g L™: 5 de sulfato de aménio ((NH4)>SO.), 0,2 de sulfato de
magneésio heptahidratado (MgS04.7H,0), 1,0 de fosfato dibasico de potassio
(K2HPO,), 2,0 de extrato de levedura, 1,0 de peptona de soja e 1,0 L de agua

destilada. A concentracéo inicial de glicose foi de 20 g L™.
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O meio foi esterilizado a 121°C por 20 minutos e inoculado com todo o micélio
contido em uma placa de Petri, com 7 dias de cultivo. Apds a inoculacao, realizada
em condicdes assépticas, os frascos Duran foram incubados a 30°C e mantidos em
agitador B.BRAUN, modelo CERTOMAT U, com agitacéo reciproca de 120 min?,
por seis dias (FURLAN et al., 2008).

A frac@o de ino6culo utilizada para dar inicio ao cultivo em biorreator foi de
10%, ou seja, 400 mL para um volume total de trabalho de 4 L (WISBECK, 2003).

4.1.3 Cultivo de P. sajor caju em biorreator

Os cultivos foram realizados em biorreator de mistura completa B. BRAUN
(modelo BIOSTAT B) (Figura 5) com dorna de vidro de capacidade util de 5L e
volume de trabalho de 4L. O meio utilizado foi o POL (CAVAZZONI e ADAMI, 1992),
modificado por Bonatti-Chaves (2011), contendo (em gL™): 5 de (NH,),SO4; 0,2 de
MgSO, 7H,0; 1,0 de K,HPOy; 1,0 de peptona de soja; 1,0 de CaCOg; 2,0 de extrato
de levedura e 40 de glicose. O processo foi conduzido na forma de batelada. O pH
foi controlado em 4,0 pela adicdo automética de solugcbes de NaOH 6M e H3PO,
12N. A temperatura foi controlada em 30°C. O k,a (coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio) inicial de 15 h™* foi mantido por uma vazéo de ar de 0,25 L
min™ e uma frequéncia de agitacéo de 300 min™ (WISBECK et al., 2005).

Figura 5 - Cultivo de Pleurotus sajor-caju em biorreator de mistura completa modelo
Biostat B em processo descontinuo simples.
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4.1.4 Obtencédo das substancias bioativas de P. sajor-caju

O caldo de cultivo e a biomassa micelial obtidos apds 7 dias de cultivo
submerso, foram separados por filtracdo a vacuo, utilizando papel Whatmann n°1
(Figura 6).

Figura 6 - Filtracdo a vacuo para separacao da biomassa e caldo de cultivo obtidos.

4.1.4.1 Obtencdo da fracdo extrativa do caldo de cultivo (S1)

Para a obtencéo da fracdo extrativa do caldo de cultivo (Figura 7), o caldo de
cultivo foi adicionado de etanol (96%) resfriado a 8°C, na proporcao etanol:amostra
4:1 (viv) (MAZIERO, 1996). Apés 24h sob refrigeracdo (4°C) para a precipitacdo dos
polissacarideos, o gel formado contendo polissacarideos insollveis foi removido com
auxilio de uma espétula e desprezado, a solucdo foi centrifugada a 2822 g (6000
rpm) por 15 minutos e lavada duas vezes com solugdo de etanol:agua destilada, na
proporcdo 1:1 (v/v). O precipitado foi nomeado S1, liofilizado e mantido em frasco

vedado, em temperatura ambiente até sua utilizagéo.

Figura 7 - Fracao extrativa do caldo de cultivo (S1).

Fonte: Priméaria
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4.1.4.2 Obtencao da fracdo extrativa do micélio (S2)

A fracdo extrativa do micélio foi obtida de acordo com a metodologia de
Pokhrel e Ohga (2007) modificada. A biomassa micelial liofilizada foi adicionada de
agua deionizada na proporcao de, aproximadamente, 1:13 (m/m), a fim de manter a
biomassa recoberta com agua, e aquecida a 100°C por 24 horas, sob agitacdo (100
rpm), por 4 vezes (Figura 8-A). Apés este tempo, a mistura foi centrifugada a 2822 g
(6000 rpm) por 15 minutos e o sobrenadante foi concentrado em rotavapor (Figura
8-B). O extrato concentrado foi adicionado de etanol na proporcdo 1:4
(extrato/etanol, v/v), mantida sob refrigeracdo (4°C) por 24h e centrifugada. O
precipitado obtido (Figura 8-C) foi nomeado S2, liofilizado e mantido em frasco

vedado até sua utilizagéo.

Figura 8 — (A) Mistura de biomassa micelial e agua em agitador magnético com
aquecimento a 100°C, (B) Sobrenadante sendo concentrado em rotavapor, (C)
Fracdo extrativa do micélio (S2).

Fonte: Primaria
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4.1.4.3 Método de remocdo de proteinas das fragBes extrativas obtidas do micélio
(S1) e do caldo do cultivo (S2) para obtencédo das fracdes S3 e S4 respectivamente

A metodologia de precipitacdo de proteinas foi utilizada com a finalidade de
purificar as fracées extrativas obtidas nas etapas descritas nos itens 4.1.4.1 e
4.1.4.2.

A remocao de proteinas foi executada por meio de um tratamento alcalino que
emprega solucdes diluidas de hidroxido de sédio. Um grama da fracdo extrativa do
micélio ou do caldo do cultivo foi adicionado a um reator de vidro contendo 10 mL de
solucdo aquosa de hidroxido de sodio 4,4 M, a 65 + 2°C, sob agitagdo mecéanica
constante (350 rpm), durante 3 h. Ao fim da reacdo, o solido suspenso foi lavado
com agua destilada até a neutralidade do sobrenadante, transferido para placas de
Petri e seco em estufa com circulacdo e renovagdo de ar por 12 h, a 30°C
(CARDOSO, 2008). O sdlido resultante da desproteinizacdo da fragdo extrativa do
micélio foi nomeado S3 e o solido resultante da desproteinizacdo da fracdo extrativa

do caldo de cultivo foi nomeado S4.

4.2 Avaliagéo do efeito das diferentes fracdes extrativas obtidas (S1, S2, S3 e
S4) sobre a microbiota intestinal de camundongos

4.2.1 Delineamento dos grupos, substancias e doses

A distribuicdo dos animais por grupos e 0s respectivos tratamentos estédo

apresentados no Quadro 3.
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Quadro 3- Distribuicdo dos animais de acordo com as concentracdes e as
substéancias avaliadas

Substancia Grupos Dose Numero de
animais
Controle (Carboximetilcelulose C 0,1mL/10g 4+4
0,5%)

Fracdo extrativa do caldo de S1A 10 mg kg™ 4
cultivo — S1 1

S1B 30 mg kg 4

SsicC 60 mg kg™ 4

Fracdo extrativa do micélio — S2 S2A 10 mg kg™ 4

S2B 30 mg kg™ 4

s2C 60 mg kg™ 4

Fracdo extrativa do micélio S3A 10 mg kg* 4
desproteinizada — S3 1

S3B 30 mg kg 4

S3C 60 mg kg™ 4

Fracdo extrativa do caldo de S4 A 10 mg kg* 4
cultivo desproteinizada — S4 1

S4B 30 mg kg 4

s4C 60 mg kg™ 4

Fracdo extrativa selecionada S 300 mg kg™ 6

4.2.2 Animais e dieta

Todos o0s experimentos realizados neste trabalho foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIVILLE, conforme o oficio nimero
397/2012 — PRPPG/CEP emitido em 28 de agosto de 2012.
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Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos (Mus musculus), com
peso de 20 + 5 g, obtidos do Biotério da UNIVALI (Universidade do Vale do Itajai).
Os animais foram mantidos no Biotério Central da UNIVILLE, durante todo o periodo
de desenvolvimento do experimento, em caixas com cama de serragem, em grupos
de quatro animais, a temperatura de 22°+ 1°C e fotoperiodo de 12 horas. Depois de
uma semana de aclimatacdo, os camundongos foram pesados e aleatoriamente
divididos em 6 grupos de 4 camundongos por caixa sendo este o TO (inicio do
periodo experimental) para estes experimentos, conforme modelo proposto por
Bedani et al. (2008). Todos os grupos foram alimentados normalmente com ragao
comercial para camundongos Nuvilab CR1 com a seguinte composi¢cao: milho
integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicalcico,
cloreto de sadio, vit. A, D3, E, K3, B1, B2, B6, B12, acido félico, biotina, sulfato de
cobre, niacina, pantotenato de calcio, cloreto de colina, sulfato de ferro, monéxido de
manganés, oxido de zinco, iodato de caélcio, selenito de sodio, sulfato de cobalto,
lisina, metionina, BHT (hidroxitolueno butilado) e 4gua a vontade.

Os camundongos receberam a dieta por 28 dias. Os dois grupos controle de 4
animais cada foram tratados com uma dieta composta de Carboximetilcelulose
(CMC) a 0,5% na dose de 0,1 mL/10 g por 28 dias. Os demais grupos, sempre de 4
animais, foram tratados com solu¢cdes das substancias (S1, S2, S3 e S4) nas
dosagens de 10, 30 e 60 mg kg™ para cada grupo. A substancia que promoveu o
maior estimulo no crescimento de bifidobactérias e lactobacilos, denominada S, foi
avaliada na dose de 300 mg kg™, conforme dose proposta por De Lima (2008), em
um grupo de 6 animais, de forma a observar uma ampla faixa de variacdo da
alteracdo das bactérias em funcdo de diferentes doses, analisando a dose
dependéncia e/ou possivel efeito toxico da substancia.

Todas as substancias foram administradas por gavagem. No quinquagésimo
sexto dia os camundongos foram eutanaziados por decapitacdo utilizando-se

guilhotina apropriada a espécie.

4.2.3 Massa corporal dos animais

A massa corporal dos animais foi monitorada no 1° (T0), 14° (T14), 28° (T28)

e 56° (T56) dia do experimento. Para a pesagem utilizou-se uma balanca semi
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analitica (Mettler Toledo PS7). Foram anotados os valores da massa de cada animal
para analise e tratamento estatistico posterior.

A variacdo da massa corporal foi calculada diminuindo o valor da massa
corporal encontrado para os camundongos alimentados com as diferentes doses das

diferentes fragOes extrativas, da massa dos animais do grupo controle.

4.2.4 Preparacao das amostras do conteudo fecal

No primeiro (TO), décimo quarto (T14), vigésimo oitavo (T28) e quinquagésimo
sexto (T56) dias da dieta, foram coletadas amostras de fezes (0,05g) de cada
camundongo. O conteudo fecal (0,05g) foi imediatamente adicionado a 5 mL de uma
solucao salina com cloreto de sddio a 85%, cisteina a 5% e 4gua deionizada, a partir
da qual foram feitas diluigbes de 1:10 (D1), 1:100 (D2), 1:1.000 (D3) e 1:10.000 (D4).

4.2.5 Analise bacteriolégica do conteudo fecal

O efeito das fracBes extrativas obtidas do caldo de cultivo e micélio sobre a
microbiota intestinal dos camundongos foi avaliado por meio da deteccdo da
proliferacdo das seguintes bactérias: Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp e
Enterobacteriaceae. Para a deteccdo das bifidobactérias do conteudo fecal foi
utilizado o meio de cultivo LP-MRS contendo Agar MRS MERCK® com a seguinte
composicdo em g L™: peptona de caseina (10,0), extrato de carne (10,0), extrato de
levedura (4,0), glicose (20,0), di-potassio hidrogenofosfato (2,0), tween 80 (1,0), di-
amonio hidrogenocitrato (2,0), sodio acetato (5,0), sulfato de magnésio (0,2), sulfato
de manganés (0,04), agar agar (14,0), adicionado de agua deionizada, cloreto de
litio (2,0) e propionato de sodio (3,0). Para a contagem de lactobacilos foi utilizado o
meio de cultivo Lactobacillus Selection Agar (LBS) BD® contendo, em g L™: caseina
pancreatica (10,0), hidrato de acetato de sédio (25,0), extrato de levedura (5,0),
fosfato monopotassico (6,0), sulfato de magnésio (0,575), citrato de amonio (2,0),
sulfato de manganés (0,12), glicose (20,0), sulfato ferroso (0,034), polissorbato 80
(1,0) e agar (15,0), adicionado de acido acético glacial (1,31) e agua destilada. Para
a contagem de enterobactérias (familia Enterobacteriaceae) foi utilizado o meio de
cultivo EMB Agar (Eosin Methylene Blue Agar) HIMEDIA® contendo em g L™: agar
(15,0), digerido péptico de tecido animal (10,0), fosfato dipotassico (2,0), lactose



57

(10,0), eosina Y (0,40), azul de metileno (0,065) e adicionado de agua deionizada. O
crescimento dos micro-organismos foi detectado pelo método da contagem em
placas. Este método consiste em fazer uma diluicdo seriada e plaquear uma aliquota
de cada diluicdo pelo método de espalhamento em placa. 50 puL de cada diluicéo
foram espalhadas com auxilio de uma al¢ca de Drigalski em placas de Petri contendo
0S respectivos meios de cultivo. Todo o procedimento foi realizado em condi¢des
asseépticas. As placas inoculadas contendo meio de cultura para lactobacilos foram
incubadas a 37°C por 48 horas em microaerofilia (Microaerobac, marca Probac®),
em aerobiose para as enterobactérias e em anaerobiose (Anaerobac, marca
Probac®) por 72h para bifidobactérias. Apés o tempo de incubacdo, as coldnias
bacterianas em cada placa foram contadas com auxilio de um contador de coldnias
modelo CP600, marca PHOENIX® e o resultado referido como unidades formadoras
de colénias por grama de amostra de fezes (UFC g™) conforme metodologia
adaptada de Li et al. (2008). Foram consideradas apenas as contagens que
variaram de 30 a 300 col6nias (CLARK, 1965; SCHORTEMEYER et al., 1996). Cada
diluicdo foi realizada em duplicata e os resultados viaveis (entre 30 e 300 colbnias)
foram multiplicados pelo respectivo fator de diluicdo e contabilizados para compor a
média de cada replicata animal. Ao final, a média de cada replicata foi avaliada
quanto aos valores desviantes da média.

O percentual de inibicdo ou ativacdo do crescimento celular dos micro-

organismos do conteudo fecal foi calculado de acordo com a equacéo abaixo.
%Ativacao/ Inibicdo = (UFC g™ Grupo Substancia*100/ UFC g™ Controle) - 100

4.2.6 Calculo de unidades formadoras de coldnia por grama de fezes (UFC g™)

Considerando a adicdo de 0,05 g (50 mg) de fezes em 5 mL de solugéo,
calculou-se a massa de fezes contida nos 0,05 mL (50 pL) que foram espalhados
nas placas:

0,05g- em5ml
X - em 0,05 mL

X =5x 10 g de fezes em 50 pL
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O ntmero de coldnias contadas é aquele contido em 5 x 10™ g de fezes que
foram inoculados nas placas. Para o calculo do n° de colénias contido em 1 grama
temos:

n° col6nias contadas - 5x 10 g
X - 1g

X = n° coldnias contadas x 2000

Considerando a diluicdo utilizada, a férmula para o calculo do n° de UFC por
grama de fezes é:

X (UFC g™) = n° colbnias contadas x 2000 x D*

4.2.7 Identificacdo de bactérias isoladas no meio EMB

Dezoito colonias aparentemente diferentes, isoladas no meio EMB do
experimento S4C no 56° dia, foram selecionadas para identificacdo. Esfregacos
foram corados pelo método de Gram e as colénias foram reisoladas em Agar
MacConkey contendo a seguinte composicdo em g L™: Digestdo Péptica de Tecido
Animal, 1,50; Caseina Enzimética Hidrolisada, 1,50; Digestdo Pancreatica de
Gelatina, 17,00; Lactose, 10,00; Sais biliares, 1,50; Cloreto de sédio, 5,00; Violeta
Cristal, 0,001; Vermelho neutro, 0,03; Agar, 15,00 com pH final de 7,1 + 0.2. As
colénias resultantes foram submetidas as seguintes provas bioquimicas: TSI (triplice
sugar and iron), citrato, indol, motilidade, urease e lisina (marca Newprov)
(KONEMAN et al., 2001; MURRAY et al., 2007). Os tubos contendo os diferentes
substratos foram semeados segundo as instrucBes do fabricante e avaliados de

acordo com o descrito no Quadro 4.
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Quadro 4 - Provas bioquimicas para identificacdo das bactérias isoladas no meio

EMB.

Resultado

Prova Bioquimica

Positivo

Negativo

Prova da Desaminacgao
do L-Triptofano (TRI)

Desenvolvimento de uma cor
verde garrafa no apice do tubo

Mantém-se a cor original
do meio (verde azulado)
no 4pice do tubo

Fermentacéo da glicose
(GLI)

Desenvolvimento de uma cor
amarela no fundo do tubo TSI
(esta cor pode estar
mascarada no caso de
bactérias que produzem H,S)

O fundo do tubo
mantém a cor original do
meio (verde azulado)

Producédo de gas a
partir da glicose (GAS)

Desenvolvimento de bolhas
com intensidade variavel no
interior do meio TSI

O meio mantém-se
integro. Producéo de
gas sulfidrico (H2S)

Producao de gas
sulfidrico (H2S)

Desenvolvimento de cor negra
de intensidade variavel no
fundo do tubo TSI

O meio mantém
coloragéao diferente da
mencionada

Hidrélise da uréia

Desenvolvimento de coloragéao
rosa intensa no tubo

O meio de cultura
permanece com sua cor
original

Descarboxilacao da
lisina (LIS)

Desenvolvimento de coloracéo
gue passa do amarelo a
purpura no meio

Desenvolvimento de
coloracdo amarela no
meio

Motilidade (MOT)

Crescimento difuso com
turvacao total ou parcial do
meio

Crescimento restrito a
linha de picada

Teste do Indol (IND):
Adicionar 2-4 gotas do
reativo de Kovac’s
sobre a superficie do
meio e aguardar cerca
de dois minutos

Surgimento de um anel
vermelho

N&o se desenvolve
coloracdo no reagente

Teste do Citrato (CIT)

Observa-se crescimento no
meio e/ou desenvolvimento de
coloracéo azul

A coloracdo do meio se
mantém inalterada e
sem sinais de
crescimento.

Fonte: KONEMAN et al. (2001).

ApoOs a leitura das provas, os resultados foram comparados com tabelas de
identificacdo segundo KONEMAN et al. (2001) e MURRAY et al. (2007).

A pesquisa da enzima urease foi realizada em Agar uréia base de

Christensen. Os resultados positivos e negativos das provas foram comparados com

tabela de identificacdo de enterobactérias.
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4.2.8 Anéalise Estatistica

Os dados obtidos foram avaliados atravées do teste estatistico para rejeicdo de
valores desviantes denominado Teste Q de Dixon, com nivel de confianca de 95%.

Os resultados foram, ainda, comparados pela anédlise de variancia (ANOVA)
por meio do Teste de Tukey para avaliar a diferenca entre os tratamentos e o
controle, sendo os resultados considerados significativos quando p<0,05, permitindo
assim, estabelecer a diferenca minima significativa entre as médias, utilizando os

programas Microsoft Office Excel 2010, Origin 8 e Bioestat 5.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Evolucao da massa corporal dos animais

Nas Figuras 9,10 e 11 estdo apresentados a variagdo da massa corporal (g)
dos camundongos tratados com as substancias S1, S2, S3 e S4 nas doses de 10
(A), 30 (B) e 60 (C) mg kg™, respectivamente, nos tempos 14, 28 e 56 dias de

tratamento, em relacé&o ao controle.

Figura 9 — Variagcdo da massa corporal dos camundongos tratados com as
substancias S1, S2, S3 e S4 na dose de 10 mg kg™ em 14, 28 e 56 dias em relacéo
ao controle. As barras representam o erro padréo.
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(*) Valor significativo estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle.
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Figura 10 - Variagdo da massa corporal dos camundongos tratados com as
substancias S1, S2, S3 e S4 na dose de 30 mg kg™ em 14, 28 e 56 dias em relacéo
ao controle. As barras representam o erro padréo.
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Figura 11 - Variagdo da massa corporal dos camundongos tratados com as
substancias S1, S2, S3 e S4 na dose de 60 mg kg™ em 14, 28 e 56 dias em relacgéo
ao controle. As barras representam o erro padréo.
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Em relacdo a evolucdo da massa corporal dos camundongos (percentual de
ganho ou perda de massa no tempo T em relacdo ao tempo TO no qual a dieta foi
iniciada) os resultados mostraram que, apenas o grupo S4A (fracdo extrativa do
caldo de cultivo desproteinizada na dose de 10 mg kg™) apresentou ganho de massa
corporal estatisticamente significativo em 14 dias (26,11%) e em 56 dias (16,61%)
em relacdo ao grupo controle nestes dias (Figura 9). Isto pode ser explicado pelo
fato da substdncia S4A ser composta basicamente de polissacarideos,
supostamente ndo apresentando proteina em sua composi¢cdo, uma vez que a
mesma sofreu desproteinizagdo. Dosagens mais altas da mesma substancia (30 e
60 mg kg') ndo causaram efeito estatisticamente significativo sobre a massa
corporal dos camundongos. Pode-se sugerir que um aumento no conteudo de fibras
na dieta (polissacarideos de alta massa molecular contidos nas fracfes extrativas)
pode ter inibido o ganho de massa corporal dos animais.

Embora ndo tenha havido diferenca estatistica entre 0s outros grupos e o
controle, pode-se observar na Figura 10, o comportamento do grupo que recebeu a
substancia S1 (fracéo extrativa do caldo de cultivo na dose de 30 mg kg™), no qual
houve perda de massa corporal dos animais enquanto a substancia estava sendo
administrada. Essa tendéncia de reducdo de massa corporal pode ser atribuida a
presenca de proteina na substancia. O peso corporal tende a diminuir ao aumentar a
dose de 10 mg kg™ (Figura 9) para 30 mg kg da substancia (Figura 10).

Observou-se que os grupos S1 (fracdo extrativa do caldo de cultivo) e S2
(frac@o extrativa do micélio) de maneira geral tiveram diminuicdo de massa corporal,
provavelmente pela presenca de proteina nestas fracdes. Os grupos S3 (fracdo
extrativa do micélio desproteinizado) e S4 (fracdo extrativa do caldo de cultivo
desproteinizado) tiveram aumento da massa corporal provavelmente pela auséncia
de proteina.

N&o foi observado diarreia entre os animais tratados com as substancias e
doses utilizadas. Conclui-se que a fracdo extrativa S4 de P. sajor-caju utilizada
nesse trabalho promoveu ganho de massa corporea que tende a diminuir com o
aumento da concentracao do polissacarideo, sem promover desordem intestinal.

Montagne et al. (2000), trabalhando com a concentracdo de 1% de fibras
dietéticas em animais ndao ruminantes observaram também menor ganho de peso e
pior conversdo alimentar, atribuindo o resultado a efeitos antinutricionais e a maior

quantidade de fibras alimentares presentes na dieta. Além disso, assim como o
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conteddo aumentado de fibras na dieta, existem algumas evidéncias de que uma
maior proporgdo de proteina também promove maior perda de peso, maior reducéo
de gordura corporal e diminuem a perda de massa magra durante o0 emagrecimento,
gquando comparadas a dietas com menos proteina e de mesmo valor energético
(SKOV et al., 1999; LAYMAN et al., 2005).

No estudo realizado por Skov et al. (1999), a maior reducdo de peso
promovida pela dieta rica em proteina foi atribuida ao maior efeito deste nutriente na
saciedade, uma vez que a ingestdo energética dos individuos que realizaram esta
dieta foi 17% menor, quando comparada a dos individuos com dieta com menos
proteina. Resultado semelhante foi encontrado em estudo realizado por Lacroix et al.
(2004), onde submeteram dois grupos de ratos consumindo por seis meses uma
racdo com 14 ou 50% de proteina. Foi observado que o grupo de animais que
consumiu a ragcdo com maior percentual de proteina teve consumo de racao 18%
menor, apos 0s seis meses de experimento.

De Lima (2008) utilizou exopolissacarideos (EPS) produzidos por Agaricus
brasiliensis trabalhando com 4 diferentes grupos de animais: (GC) — grupo controle,
gue nédo recebeu nenhum tipo de EPS; (GAg) — grupo Agaricus, que recebeu EPS
parcialmente purificado (desproteinizado) de A. brasiliensis; (GB7) — grupo B7, que
recebeu EPS parcialmente purificado da bactéria latica B7; (GAg+B7) — grupo
Agaricus + B7, que recebeu EPS parcialmente purificado do co-cultivo de A.
brasiliensis com a bactéria latica. No experimento 1 os animais receberam a dose de
30 mg kg™ ao dia e no experimento 2, 300 mg kg™ ao dia. O principal incremento de
peso (12%) foi verificado no grupo GAg e comparado ao grupo controle este foi o
anico grupo que possuiu diferenca significativa em relagéo ao controle (p < 0,05). Os
resultados deste estudo, muito semelhantes aos resultados encontrados neste
trabalho, indicam uma tendéncia de ganho de peso, resultado de um bom
aproveitamento dos nutrientes da dieta ou por influéncia do EPS desproteinizado. As
cobaias alimentadas com EPS B7 tiveram um incremento de peso de 8,6% e para o
GAg+B7 o aumento foi de 6,9%.

Dalla Santa (2006) observou que durante a ingestéo in natura do cogumelo de
A. brasiliensis, os animais tratados com ragéo acrescida de 14,5% de micélio (A50)
apresentaram um aumento de peso superior nas Uultimas trés semanas de

alimentacdo quando comparado aos outros grupos; e o ganho de peso foi 15%



65

superior quando comparado com o controle, indicando uma tendéncia de ganho de
peso que pode ser resultante do bom aproveitamento dos nutrientes da dieta.

Os cogumelos do género Pleurotus séo ricos em fibra, contém baixo teor de
gordura, e isso tém sido citados como um potencial auxilio na perda de peso. As
fibras dietéticas no cogumelo consistem de B-glucanas, mananas, hemiceluloses e
quitina. A fermentacdo de [-glucanas e sua capacidade de formar solugbes
altamente viscosas no intestino humano pode constituir a base de seus beneficios
anti-obesidade (KHOURY et al., 2012).

5.2 Avaliacdo do efeito das diferentes fracdes extrativas obtidas (S1, S2, S3 e
S4) sobre a microbiota intestinal de camundongos

O numero de unidades formadoras de colénias de Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp. e Enterobacteriaceae spp. por grama de fezes dos
camundongos do grupo controle e tratados com as substancias S1, S2, S3 e S4
nas concentracdes de 10, 30, 60 e 300 mg kg™ esta apresentado nas Figuras 12 a
20 e no Apéndice A, B e C (Tabelas 3, 4 e 5).

O efeito das fragBes extrativas do caldo do cultivo e do micélio de P. sajor-
caju sobre o0s micro-organismos avaliados (lactobacilos, bifidobactérias e
enterobactérias) foi verificado quando os valores de Unidades Formadoras de
Colénia (UFC) das substancias testadas se apresentaram estatisticamente
diferentes dos valores de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) dos controles,

realizados pelo Teste de Tukey.
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Figura 12 - Numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de Lactobacillus spp
presentes nas fezes de camundongos tratados com a fragao extrativa do caldo de
cultivo (S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do micélio
desproteinizada (S3) e fragdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada (S4), na
dose de 10 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro padrao.
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(*) Valor significativo estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle.

Figura 13 - Numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) de Lactobacillus spp
presentes nas fezes de camundongos tratados com a fracao extrativa do caldo de
cultivo (S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do micélio
desproteinizada (S3) e fracdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada (S4), na
dose de 30 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro padrao.
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Figura 14 - Numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de Lactobacillus spp
presentes nas fezes de camundongos tratados com a fracao extrativa do caldo de
cultivo (S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do micélio
desproteinizada (S3) e fragdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada (S4), na
dose de 60 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro padrao.
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Na Figura 12, pode-se perceber que ndo houve ativacao pela substancia S1A
no crescimento de lactobacilos porque néo foi detectado crescimento de colénias em
56 dias no grupo onde administrou-se esta substancia.

Observou-se que a fracdo extrativa do micélio (S2) na concentracdo de 10 mg
kg™, em 28 dias, promoveu a ativacdo do crescimento celular de lactobacilos em
1852%. As concentraces de 30 e 60 mg kg' ndo promoveram efeito
estatisticamente significativo (p>0,05) sobre o crescimento de lactobacilos. Este
efeito inibitério em relacdo ao aumento da dose também foi encontrado por Schott et
al. (2013) onde utilizaram basidiomas de A. blazei. Estes s causaram ativacao
sobre o crescimento de B. lactis na concentracdo de 0,5 g L™. Os efeitos foram
eliminados com o aumento da concentracdo parale 2 g L™

Estes resultados assemelham-se aqueles encontrados por Synytsya et al.
(2009) que relataram ativacdo do crescimento de lactobacilos de até 70% quando

extratos sollveis em agua do corpo frutifero de P. ostreatus contendo

polissacarideos foram utilizados.
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Da mesma forma, Schott et al. (2013) observaram 628% de ativacdo do
crescimento de lactobacilos quando um extrato aquoso a quente do corpo frutifero
de P. ostreatus na dose de 30 mg kg™ foi administrado a camundongos Swiss.

N&do houve diferenca estatisticamente significativa entre o namero de
lactobacilos presente nas fezes do grupo controle e dos grupos que receberam as
substancias S1, S3 e S4, nas dosagens de 10, 30 e 60 mg/kg.

Observando os resultados deste trabalho e os encontrados na literarura,
pode-se concluir que tanto a espécie fungica como a fonte do extrato (corpo frutifero,
micélio ou caldo de cultivo) podem produzir diferentes compostos bioativos, com
diferentes efeitos sobre o crescimento destas bactérias.

Os resultados das andlises bacterioldgicas para bifidobactérias presentes nas
fezes dos camundongos do grupo controle e tratados com as subtancias S1, S2, S3

e S4, nas doses de 10, 30 e 60 mg kg™ podem ser observados nas Figuras 15 a 17.

Figura 15 - Numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de Bifidobacterium
spp presentes nas fezes de camundongos tratados com a fracao extrativa do caldo
de cultivo (S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do micélio
desproteinizada (S3) e fragdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada (S4), na
dose de 10 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro padréo.
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(*) Valor significativo estatisticamente (p<0,05) em relacéo ao controle.
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Figura 16 - Numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) de Bifidobacterium
spp presentes nas fezes de camundongos tratados com a fracao extrativa do caldo
de cultivo (S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do micélio
desproteinizada (S3) e fragdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada (S4), na
dose de 30 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro padréo.
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(*) Valor significativo estatisticamente (p<0,05) em rela¢do ao controle.

Figura 17 - Numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de Bifidobacterium
spp presentes nas fezes de camundongos tratados com a fracao extrativa do caldo
de cultivo (S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do micélio
desproteinizada (S3) e fragdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada (S4), na
dose de 60 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro padr&o.
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(*) Valor significativo estatisticamente (p<0,05) em relacdo ao controle.
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A fracdo extrativa do micélio (S2) em 28 dias promoveu o crescimento de
bifidobactérias ativando-as em 566,79% e 288,52%, na concentracéo de 30 mg kg™
e 60 mg kg*, respectivamente (Figuras 16 e 17). N&o foi observada, porém, a
manutencdo desta ativacdo até o 56° dia em nenhuma das concentracfes. Houve
também inibicdo desta bactéria em 87,86% quando administrada a substancia S2 na
concentracédo de 10 mg kg™.

A reversao dos efeitos de inibicdo para ativagcdo do crescimento ou ativacao
para inibicdo pode ser explicada pelo fato de ndo se estar trabalhando com a
substéancia pura, cuja composicao pode ser formada por inibidores e ativadores cujos
efeitos podem ser dose dependentes. Assim, por exemplo, em uma baixa
concentracdo, o efeito inibitério de uma determinada substancia presente nas
fracbes extrativas do micélio poderia ser observado, mas, aumentando-se a
concentracdo, outra substadncia com potencial ativador poderia apresentar seus
efeitos, eliminando o efeito inibitério da primeira.

Em trabalho realizado por Kontula et al. (1998), os efeitos de farelo de aveia
fermentado por Lactobacillus-GG sobre a atividade da microbiota intestinal, e a agéo
estimuladora/inibidora do sobrenadante do farelo de aveia sobre o crescimento de
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Lactobacillus rhamnosus (Lactobacillus GG),
e Bifidobacterium lactis subsp. lactis foram avaliados através de um método in vitro.
Os autores utilizaram um meio contendo 2,7g (30%) e 5,69 (60%) de farelo de aveia,
adicionados de 10 ml de fermentado de Lactobacillus rhamnosus (10x10® UFC). Os
experimentos mostraram que o crescimento de Lactobacillus GG foi estimulado pela
dosagem de 2,7g (30%) de farelo de aveia, mas ligeiramente inibido por 5,69 (60%)
de farelo de aveia e pelo sobrenadante de farelo de aveia fermentada.
Possivelmente, a quantidade de 30% do farelo de aveia aumenta a producdo de
estimulantes de Lactobacillus GG, enquanto a alimentacdo de 60% de farelo de
aveia pode aumentar a quantidade de metabolitos bacterianos inibidores de
Lactobacillus GG. O farelo de aveia também favoreceu o crescimento de
bifidobactérias, isso provavelmente ocorre devido a presenca de alguns fatores
bifidogénicos do farelo. Embora os autores n&o relatem quais os estimuladores ou
inibidores de Lactobacillus GG e nem os fatores bifidogénicos presentes no farelo de
aveia, sabe-se que este cereal contém beta-glucanas (ANDERSSON e
BORJESDOTTER, 2011) assim como as glucanas também s&o encontradas na

parede celular de basidiomicetos.
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Quando a fracado extrativa do caldo do cultivo desproteinizado (S4) foi
utilizada nas concentracdes de 10 e 60 mg kg™, houve diferenca significativa positiva
(p<0,05) no crescimento de bifidobactérias em relacédo ao grupo controle (Figura 15
e 17). Os resultados apontam para percentuais de ativacdo de 310,49% (S4A) e
481,69% (S4C), para 10 e 60 mg kg™, respectivamente, no 28° dia de dieta.
Percebe-se com este resultado que enquanto houve administragdo da substancia
S4C as taxas de ativacdo apresentaram-se elevadas, porém esta taxa ndo se
manteve estatisticamente significativa (p>0,05) em 56 dias. Portanto, ao cessar a
administragao da substancia em 28 dias, os valores de ativagédo tenderam a diminuir
até o 56° dia, indicando que o aumento de Bifidobacterium spp s6 ocorreu enquanto
a substancia estava sendo administrada. A inatividade de S4B (30 mg/kg) sobre os
micro-organismos testados, pode ser explicada pela variagdo da resposta
interindividual das cobaias utilizadas nos testes. Walker et al. (2011) afirma que as
influéncias de polissacarideos néo digeriveis na composicao da microbiota do colon
estdo sujeitas a variacao interindividual.

Conforme o resultado do teste estatistico Anova, a fracao extrativa do caldo
do cultivo (S1) utilizada na concentracdo de 60 mg kg™t e a fracdo extrativa do
micélio (S2) utilizada na concentracdo de 10 mg kg™, apresentaram efeito negativo
estatisticamente significativo (p<0,05) no crescimento de Bifidobacterium spp.
guando comparados ao grupo controle. Os resultados demonstram um percentual de
inibicdo do crescimento destas bactérias de 77,05% e 87,86%, respectivamente para
S1C e S2A, no 14° dia da dieta (Figuras 15 e 17). O efeito inibidor destas fracdes
ndo foi observado no 28° dia de tratamento, como também apds cessar a
administracdo (56° dia) ndo houve taxa estatististicamente significativa de inibicao.
A substancia S2, na concentracdo de 10 mg kg™, foi responsavel pela ativacdo do
crescimento de lactobacilos em 1852%. Como os lactobacilos estavam em maior
namero, pode ter ocorrido a concorréncia pelo sitio de adesdo e nutrientes com as
bifidobactérias, fazendo com que o numero dessas diminuissem. Outra explicacao
para o resultado poderia ser o baixo numero da populacdo de Bifidobacterium spp
na microbiota gastrointestinal inicial dos animais do grupo S1C e S2A. Garcia et al.
(1998), Wisbeck et al. (2003) e Momose, Hirayama e Itoh (2008), confirmam os
efeitos antimicrobianos ocasionados pela ingesta do género Pleurotus, dessa forma,
o resultado encontrado pode estar relacionado a um possivel potencial

antimicrobiano das substancias S1 e S2. Importante ressaltar que as fracbes em
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questdo ndo sofreram o processo de desproteinizacdo. A presenca de proteinas
bem como outras substancias que n&o foram eliminadas pelo processo de
desproteinizacdo pode ter sido determinante na inibicdo observada.

Garcia et al. (1998), ao testar extratos de micélio de P. ostreatus cultivados
em graos de trigo, também verificaram atividade antibacteriana da espécie, contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc mesenteroides e Bacillus subtilis.

Resultado inibitério semelhante a este trabalho foi encontrado por Wisbeck et
al. (2003), onde verificaram a existéncia de agentes antimicrobianos no caldo de
cultivo fermentado de trés linhagens do género Pleurotus (Pleurotus ostreatus DSM
1833, Pleurotus ostreatus CCB 001 e Pleurotus sajor-caju CCB019). Destas, a
linhagem de P. ostreatus DSM 1833 apresentou atividade antimicrobiana sobre
Staphylococcus aureus (80%), Candida albicans (99,6%) e Bacillus subtilis (60%),
nao apresentando diferenca significativa no desenvolvimento de Escherichia coli. A
linhagem P. ostreatus CCB 001 foi responsavel pela inibicdo do Bacillus subtilis
(100%) e P. sajor caju CCB 019 n&o apresentou atividade antimicrobiana.

O efeito antimicrobiano foi demonstrado por Momose, Hirayama e Itoh (2008),
quando inocularam diluicbes de fezes humanas em camundongos germ free,
produzindo dois grupos de camundongos BFA (baby flora associated), BFA3 e
BFA4. Nas fezes dos camundongos do primeiro grupo foram identificadas 24
espécies de bactérias e 16 espécies em BFA4. Ao inocular nesses dois grupos a E.
coli 0157:H7, BFA3 eliminou a bactéria, enquanto BFA4 tornou-se carreador,
resultado que demonstrou a importancia da microbiota na prote¢cdo do animal contra
a bactéria E.coli 0157:H7.

Os resultados das analises bacteriolégicas para enterobactérias presentes
nas fezes dos camundongos do grupo controle e tratados com as subtéancias S1, S2,
S3 e S4, nas doses de 10, 30 e 60 mg kg™ podem ser observados nas Figuras 18 a
20.
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Figura 18 - Noumero de unidades formadoras de coloénias (UFC) de
Enterobacteriaceae spp presentes nas fezes de camundongos tratados com a fragcéao
extrativa do caldo de cultivo (S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracao extrativa do
micélio desproteinizada (S3) e fracdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada
(S4), na dose de 10 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro

padrao.
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Figura 19 - Numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de

Enterobacteriaceae spp presentes nas fezes de camundongos tratados com a fragao
extrativa do caldo de cultivo (S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do
micélio desproteinizada (S3) e fracdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada
(S4), na dose de 30 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro

padréo.
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(*) Valor estatisticamente significativo (p<0,05) em relacéo ao controle.



74

Figura 20 - Noumero de unidades formadoras de colénias (UFC) de
Enterobacteriaceae spp presentes nas fezes de camundongos tratados com a fragcéao
extrativa do caldo de cultivo (S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracao extrativa do
micélio desproteinizada (S3) e fracdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada
(S4), na dose de 60 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro
padrao.
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Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o namero de
enterobactérias presentes nas fezes do grupo controle e dos grupos que receberam
as substancias S1, S2 e S3, nas dosagens de 10, 30 e 60 mg kg™. No entanto, a
substancia S4, na dosagem de 30 mg kg™, promoveu um aumento de 311,22% no
namero de enterobactérias em relacdo ao grupo controle, no 28° dia da dieta.
Percebe-se também que, com a ativacdo das enterobactérias, ndo houve
crescimento significativo das outras bactérias probidticas. Este fato pode ser
explicado pela competicdo que pode ter ocorrido entre elas. A analise destes
resultados é de dificil interpretacdo, uma vez que o aumento de enterobactérias
pode estar associado tanto a disfuncbes gastrointestinais como a um efeito
probiotico.

As Enterobactereaceae constituem a familia maior e mais heterogénea de
bacilos Gram negativos clinicamente importantes. A maioria das espécies pertence a
flora comensal normal, e sdo responsaveis por infecgcdes oportunistas, portanto o
aumento das enterobactérias nao é considerado benéfico, ja que algumas dela estéo

sempre associadas a doenga. Estes micro-organismos sdo responsaveis por 30-35%
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de todas as septicemias e por 70 % das infec¢des do trato urinario (RAMOS, 2010).
Por outro lado, o género Enterococos, que abriga micro-organismos colonizadores
transitorios do trato gastrintestinal, também é utilizado no tratamento das diarreias,
principalmente devido a invaséao por rotavirus. Dentre o grupo das enterobactérias
destacam-se algumas linhagens de E. faecalis e E. faecium usadas em preparacdes
comerciais probioticas (SILVA, 2011).

Na tentativa de elucidar quais os principais géneros de enterobactérias
presentes nas fezes dos camundongos tratados com a substancia S4, que
promoveu o crescimento destas bactérias, procedeu-se a identificagcdo das coldnias
bacterianas isoladas no meio EMB, provenientes das fezes do 56° dia do grupo S4C.
Os resultados das provas bioquimicas indicaram a presenca das seguintes
bactérias: Klebsiella pneumoniae, Shigella sp, Edwardsiella tarda, Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores,
compondo as colbnias. Este resultado aponta que bactérias potencialmente
patogénicas foram encontradas entre os animais dos grupos em teste, sendo este
resultado desfavoravel para a substancia S4, a qual ativou este grupo de bactérias.

Resultado semelhante foi observado no estudo realizado por Favoretto et al.
(2009) ao analisar a microbiota entérica de Rattus norvegicus oferecido como
alimentacdo de animais mantidos em zooldgicos, relata o isolamento de cepas de
Escherichia coli, Klebisiella spp e Enterobacter spp, em percentual relativamente
homogéneo para essas espécies e nao relata nenhum isolamento de amostras de
Proteus spp, 0 que parece ser um resultado discordante frente aos resultados
obtidos por Paixao e Silva (2012), no qual foram identificadas 80 cepas. Destas, 68
(85%), apresentavam o0 mesmo padrdo bioquimico caracteristico das
Enterobacteriaceae, sendo 29 (42,6%) recuperadas do cultivo direto e 39 (57,3%) do
cultivo indireto e 12 amostras (15%) com padrao nao fermentador. Comparando-se
somente os isolados de enterobactérias, observou-se uma maior prevaléncia do
género Proteus spp, sendo 20 (68,9%) cepas recuperadas por cultivo direto e 16
(41%) recuperadas das amostras oriundas do ceco.

Uma sintese dos resultados em termos de percentual de ativacéo e inibicao
do crescimento de lactobacilos, bifidobactérias e enterobactérias promovido pelas

substéancias testadas nesse trabalho pode ser visualizada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Percentual de ativagdo e/ou inibicdo do crescimento de lactobacilos,
bifidobactérias e enterobactérias promovido pelas substancias S1 (fracdo extrativa
do caldo de cultivo), S2 (fragdo extrativa do micélio) e S4 (fragdo extrativa do caldo
de cultivo desproteinizada).

- ATIVACAO/
FRACAO DOSE ~
L MICRO-ORGANISMO INIBICAO DIA
EXTRATIVA (mgkg?)
(%)

S1 60 Bifidobacterium spp - 77,05 140

10 Lactobacillus spp 1.852 28°

- 10 Bifidobacterium spp - 87,86 140

30 Bifidobacterium spp 566,79 28°

60 Bifidobacterium spp 288,52 28°

10 Bifidobacterium spp 310,49 28°

S4 60 Bifidobacterium spp 481,69 28°

30 Enterobacteriaceae spp 311,22 28°

Observando os resultados apresentados na Tabela 1 pode-se afirmar que,
entre as substancias utilizadas neste trabalho, S3 (fracdo extrativa do micélio
desproteinizada) ndo estimulou o crescimento dos géneros bacterianos avaliados.
S1 (fracdo extrativa do caldo de cultivo) também mostrou-se pouco ativa, apenas
inibindo em 87,86% o0 crescimento de bifidobactérias, quando utilizada na dose de
60 mg kg™, sem afetar o crescimento dos demais micro-organismos testados. Por
outro lado, a substancia S2 (fracdo extrativa do micélio), foi capaz de, na menor
dosagem utilizada (10 mg kg™), promover em 1852% o crescimento de lactobacilos,
embora tenha, simultaneamente, inibido o crescimento de bifidobactérias. Em
relacdo a substancia S4 (fracéo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada), houve
o crescimento de bifidobactérias em 310,49% e 481, 69%, nas doses de 10 e 60 mg
kg™, respectivamente, e quando utilizada na dose de 30 mg kg®, promoveu o

crescimento (311%) de enterobactérias.
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Diferentes tipos de polissacarideos, como aqueles que podem estar presentes
nas fragbes extrativas obtidas neste trabalho, tém diferentes impactos sobre as
populacdes de bactérias e seus metabdlitos no intestino.

B-glucanas de aveia promoveram o crescimento de bifidobactérias e
lactobacilos na microbiota intestinal de suinos levando ao aumento nas
concentracbes de butirato (REILLY et al., 2010; METZLER-ZEBELI et al., 2011).
Aumento de bifidobactérias e Bacterioides também foi observado apés a introducéo
de B-glucanas de cevada nas dietas de pessoas idosas saudaveis (MITSOU et al,
2010). Em um experimento com dietas ricas em amido resistente e com reducao de
carboidratos, a microbiota colonica humana foi comparada ao longo de 10 semanas.
Houve um aumento das bactérias Ruminococcus bromii, Oscillibacter e Eubacterium
rectale no grupo que recebeu a dieta rica em amido resistente. O numero da
Oscillibacter aumentou no grupo que recebeu a dieta com reducdo de carboidratos
e, em contrapartida o numero da Eubacterium rectale e Collinsella aerofaciens
diminuiu. No entanto, as influéncias detalhadas de polissacarideos néo digeriveis na
composicdo da microbiota do collon estdo sujeitas a variacdo inter-individual
(WALKER et al., 2011).

Shen et al. (2012) determinaram os efeitos benéficos de f—glucana de aveia e
cevada na saude intestinal de 200 ratos Sprague-Dawley machos. Os animais foram
divididos em 5 grupos de 40 ratos cada: um grupo controle, dois grupos de baixa
dose administrada (BGL), dois grupos de elevada dose administrada (BGH). Em dois
grupos foram administrados (B-glucanas de aveia e nos outros dois grupos foram
administrados B-glucanas de cevada por gavagem intragastrico nas doses de 0,35 e
0,70 g kg' diariamente por 6 semanas. indices intestinais de saude foram
analisados na 32, 62 e 72 semanas. [3- glucanas de cereais promoveram o0 aumento
de Lactobacillus e Bifidobacterium. O numero de Enterobacteriaceae diminuiu
(p<0,05) de uma forma dose dependente durante o periodo de administracdo. Estes
resultados sugeriram que B-glucanas de cereais podem melhorar as fungbes
intestinais e de saude. Os efeitos das - glucanas de aveia foram melhores do que
as B- glucanas de cevada. No presente estudo percebeu-se a ativacdo de
enterobactérias pela substancia S4, diferindo do resultado do estudo realizado por
Shen et al. (2012).

Um estudo in vivo mostrou que o tipo e a quantidade do polissacarideo

afetaram a microbiota intestinal. Altas quantidades de p-glucanas favorecem
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seletivamente as bactérias produtoras de butirato (PIEPER et al., 2008). Os
resultados in vitro e in vivo indicaram que o conteudo de B-glucanas determina as
guantidades totais de acidos graxos de cadeia curta e acido latico. O alto teor de -
glucanas resultou em quantidades mais elevadas desses acidos graxos e de acido
latico. Como resultado, o aumento das populacdes de Bifidobacterium spp e
Lactobacillus spp foram observadas no colon (PIEPER et al., 2009; O'SHEA et al.,
2010; XU et al., 2013).

Synytsya et al. (2009) avaliaram o efeito prebiotico de fracbes sollveis em
agua (L1), semelhante ao S2 (fragédo extrativa do micélio) utilizada neste trabalho, e
em alcali (L2) contendo polissacarideos, principalmente (B-glucanas e a-glucanas,
extraidos de corpos frutiferos de Pleurotus ostreatus e de Pleurotus eryngii sobre
nove linhagens diferentes de Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterococcus. Os
resultados mostraram que, na maioria dos casos, 0s extratos de P. ostreatus e P.
eryngii proporcionam crescimento bacteriano de Lactobacillus, semelhante ao
resultado deste trabalho utilizando-se a substancia S2 (fracdo extrativa do micélio),
sendo que a maxima ativacao foi de aproximadamente 70% com uso de L1 de P.
ostreatus. Duas cepas de Bifidobacterium tiveram seu crescimento estimulado com
ambos 0s extratos, com crescimento maior para L1 de P. eryngii em torno de 60%,
semelhante a substancia S2 (fracdo extrativa do micélio) nas doses de 30 e 60 mg
Kg™! utilizadas neste trabalho. Uma cepa teve seu crescimento ligeiramente inibido
com maior concentragao dos extratos, cerca de 85% com a utilizagcdo de L1 de P.
ostreatus, sendo que observou-se também uma inibicdo semelhante neste trabalho
quando administrado a substancia S2 na dose de 10mg Kg™. Os autores concluem
que estes probidticos apresentam caracteristicas diferentes de crescimento
dependendo do extrato utilizado e da especificidade de cada cepa, devido a
presenca de compostos estruturalmente diversos.

Em outro estudo, B—glucanas derivadas de esclerocios de P. tuber-regium
foram avaliados por seu efeito bifidogénico sobre Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum e Bifidobacterium adolescentes em culturas liquidas, usando
inulina como um controle prebidtico. Foi demonstrado que apds 24 horas de cultivo,
0 meio suplementado com glucanas fungicas promoveu um aumento de 3 a 4 vezes
na quantidade de bifidobactérias, que foi similar ao aumento alcancado pela adi¢éo
de inulina (controle) (ZHAO e CHEUNG, 2011).
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Chou et al. (2013) relataram que polissacarideos de Lentinus edodes,
Pleurotus eryngii e Flamulina velutipes podem aumentar a taxa de sobrevivéncia de
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei e B. longum em iogurte refrigerado. Os
autores observaram efeitos sinérgicos destes polissacarideos com o0s peptideos e
aminoéacidos de uma cultura de iogurte, que mantinha o probiético acima de 10’
UFCmL™ durante o armazenamento a frio. Também notaram que os polissacarideos
dos cogumelos tiveram um efeito protetor significativo (aumento de sobrevida) das
bactérias probidticas.

Schott et al. (2013) constataram que os polissacarideos extraidos de Agaricus
blazei estimularam em 772% o crescimento de Lactobacillus spp, quando usado em
uma concentracdo de 30 mg kg™*. Os polissacarideos de P. ostreatus estimularam
em 378% o crescimento de Bifidobacterium spp quando usados em uma
concentracdo de 10 mg kg™. O crescimento de Lactobacillus também foi estimulado
em 628% quando esta substancia foi utilizada na dose de 30 mg kg™. Os resultados
sugeriram um potencial prebidtico dos polissacarideos de ambos os fungos. Os
resultados encontrados neste trabalho foram semelhantes para o crescimento de
lactobacilos mas observou-se o crescimento maior na dose de 10 mg kg™. J4 para o
crescimento de bifidobactérias a melhor concentracéo utilizada foi de 30 mg kg™.

Devido a ativacao de enterobactérias somente pela substancia S4 optou-se
por ndo utilizar esta substancia e também ndo utilizar mais esta bactéria na
continuidade dos experimentos, ja que na identificacdo das bactérias isoladas neste
trabalho foram encontradas bactérias apontadas na literatura como pertencentes a
familia de bactérias que podem apresentar patogenicidade, dependendo do estado
de saude do individuo.

Tendo como alvo uma substancia que fosse capaz de diminuir o crescimento
de bactérias comensais e possivelmente maléficas (enterobactérias) e aumentar as
bactérias probioticas (lactobacilos e bifidobactérias), € possivel sugerir que a fragao
extrativa da biomassa micelial de Pleurotus sajor-caju, S2, foi a que apresentou 0s
melhores resultados. Este extrato resultou no maior percentual de ativacdo de
bifidobactérias (566,79%) e lactobacilos (1852%), ndo ativando as enterobactérias.
Em virtude da ativacdo do crescimento destas bactérias probioticas promovido pela
substancia S2, optou-se por continuar 0os experimentos utilizando uma dosagem 5

vezes maior, 300 mg kg, conforme dose proposta por De Lima (2008), do que a
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maior concentrac&o utilizada nos primeiros experimentos (60 mg kg™) e testar seus

efeitos no crescimento de lactobacilos e bifidobactérias.

5.3 Avaliacdo do efeito da fracdo extrativa da biomassa micelial (S2) na

dosagem de 300 mg kg™ sobre a massa corporal dos animais

Em relacdo a variacdo da massa corporal dos camundongos tratados com a
substancia S2, na dose de 300 mg kg™, observou-se reducéo da massa corporal em
14 e 28 dias, de 0,17 e 4,27 g, respectivamente. Em 56 dias os camundongos
apresentaram aumento da massa corporal de 3 g, indicando que a reducdo da
massa foi dependente da administracdo da substancia, porém estes resultados nao
foram estatisticamente significativos em relacdo ao controle. Pode-se sugerir que a
presenca de proteinas na substancia e uma maior quantidade de fibras tenha inibido
0 ganho de massa corporal.

5.4 Avaliacdo do efeito da fragcdo extrativa da biomassa micelial (S2) na

dosagem de 300 mg kg™ sobre a microbiota intestinal de camundongos

Os resultados das andlises bacteriologicas para lactobacilos presentes nas
fezes dos camundongos tratados com 300 mg kg* da subtancia S2 pode ser

observado na Figura 21.
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Figura 21 - Numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de Lactobacillus spp
presentes nas fezes de camundongos tratados com a fracdo extrativa do micélio
(S2), na dose de 300 mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o

erro padréo.
1x10° | I I 235,57%
I I
1x108 - m Controle
Y)
1x107 |
0 14 28 56

Tempo (dias)

log UFC/g Fezes

(*) Valor estatisticamente significativo (p<0,05) em rela¢do ao controle.

Apenas em 28 dias houve um aumento estatisticamente significativo
(225,57%) na populacdo de lactobacilos nas fezes dos camundongos do grupo S2
que receberam a dose de 300 mg kg™ em relacdo ao grupo controle.

Em 56 dias percebeu-se um aumento no crescimento de lactobacilos e
bifidobactérias do grupo controle em relacdo ao crescimento até os 28 dias,
mostrando ao longo do tempo o comportamento natural da microbiota dos animais.

Percebe-se que esta mesma substancia S2, na dose de 10 mg kg™*, em 28
dias, também promoveu o crescimento de lactobacilos, porém em uma ordem de
grandeza maior (1852%). Este fato pode ser explicado pela hipétese de ter iniciado
um processo de toxicidade em uma dose maior ou, por ndo se estar trabalhando
com a substancia pura, cuja composicdo pode ser formada por inibidores e
ativadores. Assim, por exemplo, em uma baixa concentragcédo, o efeito ativador de
uma determinada substancia presente nas fracdes extrativas do micélio poderia ser
observado, mas, aumentando-se a concentracdo, outra substancia com potencial
inibidor poderia apresentar seus efeitos, eliminando o efeito ativador da primeira.
Outra explicacdo poderia ser a possivel diferenca entre a microbiota inicial dos

grupos testados.
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Os resultados das andlises bacteriologicas para bifidobactérias presentes nas

fezes dos camundongos tratados com 300 mg kg™t da subtancia S2 pode ser

observado na Figura 22.

Figura 22 — Numero de unidades formadoras de colbénias (UFC) de Bifidubacterium
spp presentes nas fezes de camundongos tratados com a fracdo extrativa do micélio
(S2), na dose de 300 mg kg™>. Os valores representam a média de replicatas + o

erro padrao.
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(*) Valor estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo ao controle.

Verificou-se um aumento de 485,69% na populacdo de bifidobactérias para o
grupo experimental S2 em relagcdo ao controle, em 28 dias. Em 14 dias, este
aumento foi de 158,33%.

A ativacdo do crescimento das bactérias em 14 dias foi observada somente
com a administracdo da dose de 300 mg kg™, proporcionando, portanto, um melhor
resultado em relacdo as doses menores. Percebe-se que a substancia S2 nesta
dose (300 mg kg™) foi a Unica que promoveu uma ativacdo do crescimento de
ambos 0s grupos de micro-organismos (lactobacilos e bifidobactérias) em 28 dias,
em 225,57 e 485,69%, respectivamente. Porém ndo manteve-se até o 56° dia,

indicando que o efeito € dependente da admistragcdo da substancia. Este fato

também foi observado nas demais doses testadas.
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Uma sintese dos resultados dos percentuais de ativacao e inibicdo promovido
pela substancia S2 (fracdo extrativa do micélio) na dose de 300 mg kg™ sobre o

crescimento de lactobacilos e bifidobactérias pode ser visualizado na Tabela 2.

Tabela 2 - Percentual de ativagao e/ou inibicdo do crescimento de lactobacilos e
bifidobactérias promovido pela substancia S2 (fragdo extrativa do micélio) na dose
de 300 mg kg™.

FRACAO DOSE ATIVACAO/

MICRO-ORGANISMO . DIA
EXTRATIVA  (mg kg™) INIBICAO (%)
Lactobacillus spp 225,57 28°
S2 300 N .
Bifidobacterium spp 158,33 140

Bifidobacterium spp 485,69 28°
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, com excecédo do caldo do cultivo desproteinizado que, na
dose de 10 mg kg (S1A), promoveu um ganho de massa corporal da ordem de
26%, a ingestao das fracOes extrativas de P. sajor-caju nas doses de 10, 30 e 60 mg
kg' ndo causou aumento ou perda, estatisticamente significativa, no ganho de
massa dos grupos estudados e ndo ocasionou efeitos colaterais indesejaveis
aparentes (diarreia), podendo, portanto, ser considerada segura.

Ainda, de acordo com os resultados deste trabalho, verificou-se que as
bactérias testadas (Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp e Enterobacteriaceae)
apresentaram comportamentos diferentes na presenca das substancias avaliadas.
Com excecdo da fracao extrativa do micélio desproteinizada que ndo apresentou
atividade sobre o crescimento dos micro-organismos testados, as fragdes extrativas
do caldo de cultivo (S1 e S4) e micélio (S2), podem ter fungéo tanto prebidtica como
antimicrobiana, dependendo da dose utilizada. No entanto, tendo como alvo uma
substancia capaz de diminuir o crescimento de bactérias comensais e possivelmente
maléficas (enterobactérias) dependendo do estado fisiolégico do hospedeiro e
aumentar as bactérias probidticas (lactobacilos e bifidobactérias), a fracao extrativa
da biomassa micelial de P. sajor-caju (S2), foi a que apresentou os melhores
resultados. Esta fracdo (S2) na dose de 300 mg kg™’ foi a Unica que ativou o
crescimento tanto de lactobacilos quanto de bifidobactérias simultaneamente,
demonstrando seu poder prebidtico. Os resultados mostram que esta substancia,
em 28 dias, apresentou o melhor resultado de todos os grupos testados neste
trabalho. Além disso, o fato de tratar-se de uma fracdo extrativa obtida a partir da
bioamassa micelial, que pode ser produzida em cultivo submerso em concentracées
razoaveis, sem necessidade de processos complexos de purificacdo, pode tornar
seu processo de producéo industrial viavel.

Em relacdo aos resultados das provas bioquimicas para identificacdo de
bactérias isoladas no meio EMB do grupo S4C, estes indicaram a presenca de
bactérias potencialmente patogénicas, sendo este resultado desfavoravel para a
substancia S4, a qual ativou este grupo de bactérias.

Vale ressaltar que as caracteristicas intrinsecas de cada animal, bem como a

idade, a adaptacéo e a seletividade da microbiota ao prebiotico, e também, ao nivel
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de estresse do animal podem ser considerados como fatores de interferéncia, ou
mesmo de interagéo, nos resultados observados neste estudo.
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7 PERSPECTIVAS

Testar doses intermediarias (entre 60 e 300 mg kg™) da substancia S2;
Testar doses maiores do que 300 mg kg™ da substancia S2, de forma a
avaliar uma possivel toxicidade da substancia;

Caracterizar as substancias bioativas encontradas na fragao extrativa S2,;
Identificar as espécies de micro-organismos predominantes nas fezes dos
animais tratados ou nédo (controle) com a fracdo S2;

Obter uma relacdo entre S2, o efeito prebidtico e o sistema imunolégico com
relacdo aos marcadores inflamatorios (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-0);
Testar o efeito do micélio bruto de P. sajor-caju sobre o crescimento de

lactobacilos, bifidobactérias e enterobactérias.
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APENDICE A - Tabela 3- Crescimento celular de Lactobacillus spp presentes nas

fezes de camundongos alimentados com a fracédo extrativa do caldo do cultivo (S1),

fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do micélio desproteinizada (S3) e

fracdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada (S4), nas concentracfes de 10

(A), 30 (B) e 60 (C) mg kg™ e fracéio extrativa do micélio (S) na concentracéo de 300

mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro padrao.

SUBSTANCIA

UFC/g de fezes

Controle
S1A
S2A
S3A
S4 A
S1B
S2B
S3B
S4B
S1C
S2C
S3C
S4C

S

O dia
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%+ 2,4x10°
8,2x10%t 2,4x10°
8,2x10% 2,4x10°

14° dia
4,1x10°+ 1,7x10°
6,1x10°+ 3,8x10°
1,8x10% 5,1x10’
6,3x10%+ 1,4x10°
5,3x10% 2,4x10°
4,5x10°+ 3,1x10°
1,8x10°+ 6,7x10’
1x10%+ 2,9x10°
9,1x10'+ 4,3x10’
3,3x10"+ 1,3x10’
8,6x10°+ 3,2x10°
4,8x10%+ 2,6x10°
9,2x10'+ 3,3x10’
8,5x10% 1,4x10°

28° dia

1,2x10%+ 2,7x10’
1,7x10°+ 6,6x10*
2,3x10% 7,8x10°%*
1,3x10%+ 1,8x10’
4,1x10%+ 2,1x10°
5,5x10%+ 5,3x10°
4,2x10°%+ 8,6x10’

3,5x10%+ 1x10°
4,3x10°% 1,9x10°
5,8x10+ 1,9x10’
2,7x10%+ 8,5x10’
1,7x10%+ 5,7x10°
3,1x10°+1,7x10°

3,8x10%+ 8x10"*

56° dia
7x10°+ 3,9x10°

2

2,7x10% 4,4x10’
9,9x10°+ 1,4x10°
7x10°+ 1,4x10°
1,1x10%+ 1,5x10°
9,1x10° 2,2x10°
6,6x10°+ 9,5x10’
6,4x10°+ 1,3x10’
1,7x10% 9,2x10’
1,1x10%+ 3,2x10°
6,4x10"+ 1,3x10°
2,8x10%+ 1,3x10’
3,6x10°+ 6,3x10’

2 Nao foi detectado crescimento de coldnias.
(*) Valor estatisticamente significativo (p<0,05).
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APENDICE B - Tabela 4- Crescimento celular de Bifidobacterium spp presentes nas

fezes de camundongos alimentados com a fracédo extrativa do caldo do cultivo (S1),

fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do micélio desproteinizada (S3) e

fracdo extrativa do caldo de cultivo desproteinizada (S4), nas concentracfes de 10

(A), 30 (B) e 60 (C) mg kg™ e fracéio extrativa do micélio (S) na concentracéo de 300

mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o erro padrao.

SUBSTANCIA

UFC/g de fezes

Controle
S1A
S2A
S3 A
S4 A
S1B
S2B
S3B
S4B
Si1C
S2C
S3C
S4C

S

O dia
4,1x10°+1,1x10°
4,1x10%+1,1x10®
4,1x10%+1,1x10°
4,1x10%+1,1x10°
4,1x10%+1,1x10®
4,1x10%+1,1x10°
4,1x10%+1,1x10°
4,1x10%+1,1x10°
4,1x10%+1,1x10®
4,1x10%+1,1x10°
4,1x10%+1,1x10°
4,1x10%+1,1x10®
4,1x10%+1,1x10°
4,1x10%+1,1x10°

14° dia
3,4x10% 6,7x10’
6,6x10%+ 1,2x10°
4,1x10°+1,1x10™*
2,7x10%+ 1,3x10°
1,3x10%t 3,4x10°
4,1x10%+ 7,1x10’
1,1x10%+ 3,3x10’
4,8x10°%+ 1,7x10°
9,6x10+ 2,3x10°
7,8x10"+ 3,5x10"*
4,5x10°%+ 1,1x10°
8,6x10%+ 5,9x10°
9,2x10’+ 0*
8,8x10%+ 2,6x10°%

280 dia
9,6x10"+ 2,1x10’
5,8x10"+ 1,2x10°
1,9x10% 5,4x10’
7,7x10'+ 2,8x10’
3,9x10%+ 1,3x10°%*
2,2x10%+ 1,6x10°
6,4x10%+ 1,2x10%*
2,1x10%+ 1,1x10°
3,6x10°+ 1,5x10°
1,4x10% 4,6x10’
3,7x10%+ 1,2x10°%*
3,2x10%+ 1,7x10°
5,6x10°+ 3,1x10"*
5,6x10°+ 8,3x10"*

56° dia

5,7x10%+ 2,3x10°
2,2x10%+ 5,7x10’
1,1x10% 3,9x10°
2,5x10%+ 9,7x10’
4,3x10°+ 1,1x10°
3,3x10'%+2,2x10"

1x10%+ 1,9x10’

7,8x10'+ 2x10’
4,6x10°+ 1,9x10°
7,4x10'+ 2,5x10’
5,5x10% 1,5x10°
4,6x10°+ 1,9x10°
1,9x10%+ 9,8x10’
1,8x10°+ 7,5x10’

! Apenas uma placa apresentou crescimento microbiano dentro dos limites
confiaveis (30 e 300 UFC).
(*) Valor estatisticamente significativo (p<0,05).
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APENDICE C - Tabela 5- Crescimento celular de Enterobacteriaceae spp presentes
nas fezes de camundongos alimentados com a fragéo extrativa do caldo do cultivo
(S1), fracdo extrativa do micélio (S2), fracdo extrativa do micélio desproteinizada
(S3) e fracao extrativa do caldo de cultivo desproteinizada (S4), nas concentracdes
de 10 (A), 30 (B) e 60 (C) mg kg™. Os valores representam a média de replicatas + o

erro padréo.

SUBSTANCIA UFC/g de fezes
O dia 14° dia 28° dia 56° dia

Controle 8,7x10% 1,2x10*  1,8x10°+ 1,3x10° 8,7x10°+ 4,6x10° 6x10*+ 0*
S1A 8,7x10% 1,2x10*  6,1x10°+ 3,8x10°> 1,7x10°+ 6,6x10* -2
S2 A 8,7x10%t 1,2x10* 3x10°+ 2,4x10° 2x10°+ 1,5x10° 6x10°+ 2,4x10°
S3 A 8,7x10%+ 1,2x10* 1x10'+ 5,2x10° 8x10°+ 3,7x10° 5x10°+ 1,7x10°
S4 A 8,7x10%+ 1,2x10*  3,1x10°t 1,5x10° 3,2x10°+1,1x10" 1,2x10'+ 5,8x10°
S1B 8,7x10% 1,2x10*  1,5x10°+ 5,4x10*  8,4x10%t 6x10°  5,3x10°+ 4,5x10°
S2B 8,7x10%t 1,2x10* 6x10°+ 2,1x10° 8x10°+ 4,6x10° 6x10°+ 2,5x10°
S3B 8,7x10%+ 1,2x10* 1x10'+ 6,4x10° 2x10°+ 9,5x10° 3x10°% 1,7x10°
S4B 8,7x10% 1,2x10*  4,6x10°t 1,5x10° 3,5x10'+1,2x10"*  3,1x10'+ 1,5x10’
S1C 8,7x10%+ 1,2x10*  8,5x10°+ 1,8x10°> 1,6x10°+ 8,9x10* 2,7x10°+ 1,9x10°
S2C 8,7x10%+ 1,2x10* 2x10°+ 7,2x10° 7x10°+ 2x10° 7x10°+ 1,7x10°
S3C 8,7x10%t 1,2x10* 2x10° 1,1x10° 2x10'+ 7,8x10° 2x10°+ 1,3x10°
S4C 8,7x10% 1,2x10*  3,5x10°t 6,2x10°>  2x10'+1,1x10"  1,7x10'+ 4,5x10°

! Apenas uma placa apresentou crescimento microbiano dentro dos limites
confiaveis (30 e 300 UFC).
% N&o foi detectado crescimento de colénias.

(*) Valor estatisticamente significativo (p<0,05).



