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RESUMO

Aliado ao valor nutricional atribui-se aos fungos da classe dos Basidiomicetos
atividade medicinal proporcionada por inUmeras moléculas bioativas, principalmente
polissacarideos, presentes na biomassa fldngica, que podem tanto estimular o
crescimento de micro-organismos como atuar como antimicrobianos. A pesquisa
avaliou o efeito de cogumelos desidratados e seus polissacarideos sobre o
crescimento de bactérias probidticas in vitro e in vivo. Em uma primeira etapa, a
influéncia da adicdo de diferentes concentracdes (0,5;1,0 e 2,0 g/l) de basidiomas
desidratados e moidos de Agaricus blazei e Pleurotus ostreatus e de polissacarideos
extraidos dos basidiomas desidratados apds extracdo aquosa a quente e precipitacao
com etanol, sobre o crescimento de Lactobacillus casei e Bifidobacterium lactis in vitro
foi avaliada. Na segunda etapa, os basidiomas desidratados e seus respectivos
polissacarideos foram administrados por gavagem, por 14 dias, a camundongos Swiss
macho nas concentracfes de 1; 10 e 30 mg/kg e a influéncia sobre a microbiota
intestinal presente no ceco (Lactobacillus spp e Bifidubacterium spp) desses animais
foi avaliada. Os resultados mostraram que, embora os basidiomas desidratados de P.
ostreatus tenham produzido aumento no crescimento (em média 7,76%) de L. casei in
vitro, nenhum estimulo do crescimento de Lactobacillus spp presentes na microbiota
de camundongos foi percebido. As bactérias do género Lactobacillus presentes na
microbiota intestinal de camundongos apresentaram crescimento de 628% na maior
dosagem dos polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus avaliada
(30mg/kg), L. casei teve o0 seu crescimento estimulado em 6,10% na presenca dessa
substancia in vitro. Os basidiomas de A. blazei ndo apresentaram nenhum efeito sobre
Lactobacillus spp presentes na microbiota de camundongos. No entanto, esta
substancia mostrou-se levemente bioativa estimulando o crescimento de L. casei in
vitro (5,39%) quando 0,5 g/l foi utilizado e inibindo o crescimento desse micro-
organismo (14,64%) quando 1 g/l foi utilizado. Os polissacarideos extraidos do
basidioma de A. blazei mostraram forte atividade biol6gica estimulando em 772% o
crescimento dos Lactobacillus spp da microbiota dos camundongos. No entanto,
nenhum efeito foi percebido quando essa substancia foi utilizada no cultivo de L. casei
in vitro. O basidioma desidratado de P. ostreatus ativou o crescimento de B.lactis in
vitro (6,83%) na concentragéo de 0,5 g/l. No entanto, 0 aumento da concentracdo para
1 g/l proporcionou inibicdo (4,60%) do crescimento deste micro-organismo. Nenhuma
atividade significativa desta substancia foi observada nos experimentos in vivo.
Embora os polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus tenham estimulado
em 378% o crescimento de Bifidobacterium spp da microbiota de camundongos, o
mesmo inibiu o crescimento de B. lactis (14,78%) quando testado na concentragdo 0,5
g/l in vitro. Os basidiomas de A. blazei apresentaram efeito sobre o crescimento de B.
lactis somente nos testes in vitro (13,05%), na concentracdo de 0,5 g/l. Os
polissacarideos extraidos do basidioma de A. blazei proporcionaram pequena inibi¢cao
do crescimento de B. lactis in vitro com 0,5 g/l, e estimularam o crescimento deste
micro-organismo em 11,48% quando a concentragdo aumentou para 1 g/l. Entretanto,
nenhum efeito foi observado nos testes in vivo. A partir dos testes in vitro, sugere-se
que PPo apresentam potencial prebiético e Po podem atuar tanto como prebiéticos e
como antimicrobianos. O uso de Ab e PAb tem potencial tanto prebiético como
antimicrobiano quando avaliados nos testes in vitro. Os resultados apontam para um
possivel potencial prebiético de PAb, bem como, demonstram potencial prebiético de
PPo nos testes in vivo.

Palavras-chave: Pleurotus ostreatus; Agaricus blazei, microbiota intestinalnal,
Lactobacillus, Bifidobacterium.



ABSTRACT

Allied to the nutritional value is assigned to the fungi of Basidiomycetes class medicinal
activity provided by many bioactive molecules, especially polysaccharides present in
fungal biomass which can either stimulate the growth of micro-organisms as act as
antimicrobials. This study evaluated the effect of dehydrated mushrooms and their
polysaccharides on the growth of probiotic bacteria in vitro and in vivo. In a first step,
the influence of the addition of different concentrations (0.5, 1.0 and 2.0 g / I) of
dehydrated and milled basidiomata of Agaricus blazei and Pleurotus ostreatus and of
polysaccharides extracted from dehydrated basidiomata after hot aqueous extraction
and ethanol precipitation, on the growth of Lactobacillus casei and Bifidobacterium
lactis in vitro was evaluated. The micro-organisms were incubated in a culture in the
absence (control) and in the presence of tested substances and the difference in the
absorbances of the control and test tubes were used to calculate the percentage of
inhibition/activation provided by the substances. In the second phase, the dehydrated
basidiomata and their respective polysaccharides were administered by gavage for 14
days, to male Swiss mice at concentrations of 1, 10 and 30 mg / kg and the influence
on intestinal microbiota present in the cecum (Lactobacillus spp and spp
Bifidubacterium) of these animals was evaluated. The results showed that, although
the dehydrated basidiomata P. ostreatus have produced a small increase in the growth
(average 7.76%) of L. casei in vitro, no stimulation of growth of Lactobacillus spp
present in the microbiota of mice was noticed. Despite of Lactobacillus bacteria present
in the intestinal microbiota of mice have been highly stimulated their growth (628%) in
the highest dosage of polysaccharides extracted from basidiomata P. ostreatus
evaluated (30mg/kg), L. casei had its growth slightly stimulated (6.10%) in the
presence of this substance in vitro. The basidiomata A. blazei showed no effect on
Lactobacillus spp present in the mice microbiota. However, this substance was slightly
bioactive stimulating the growth of L. casei in vitro (5.39%) when 0.5 g / | was used and
inhibiting the growth of this micro-organism (14.64%) when 1 g / | was used. The
polysaccharides extracted from fruit bodies A. blazei showed strong biological activity
stimulating in 772% the growth of Lactobacillus spp of the mice microbiota. However,
no effect was seen when this substance was used in the cultivation of L. casei in vitro.
The dehydrated fruit bodies P. ostreatus activated the growth of B.lactis in vitro (6.83%)
in concentration of 0.5 g/l. However, the increase of the concentration to 1 g/l provided
inhibition (4.60%) of growth of this micro-organism. No significant activity of this
substance was observed in in vivo experiments. Although the polysaccharides
extracted from fruit bodies P. ostreatus have encouraged in 378% the growth of
Bifidobacterium spp of the mice microbiota, the same polysaccharides inhibited the
growth of B. lactis (14.78%) when tested in the concentration 0.5 g / | in vitro. The fruit
bodies A. blazei showed an effect on the growth of B. lactis only in vitro tests (13.05%)
in a concentration of 0.5 g/l. The polysaccharides extracted from fruit bodies A. blazei
provided little inhibition of B. lactis growth in vitro with 0.5 g/I, and stimulated the growth
of this micro-organism in 11.48% when the concentration was increased to 1 g/l.
However, no effect was observed in in vivo tests.

Palavras-chave: Pleurotus ostreatus; Agaricus blazei, microbiota intestinal;
Lactobacillus, Bifidobacterium.
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1. INTRODUCAO

Os fungos tém sido reportados como uma fonte inesgotavel de
compostos bioativos como antibiéticos, polissacarideos com acdo antitumoral,
enzimas, micotoxinas, vitaminas, entre outros (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010)
O cultivo de fungos da classe dos Basidiomicetos em meio soélido resulta em
corpos frutiferos (cogumelos) de alto valor nutricional, por possuirem elevado
teor de proteinas, carboidratos e fibras e baixo teor de lipideos. Aliado ao valor
nutricional atribui-se aos fungos da classe dos Basidiomicetos atividade
medicinal proporcionada por inUmeras moléculas bioativas, principalmente
polissacarideos, presentes na biomassa fungica (KALAC, 2009).

Os fungos pertencentes a classe dos Basidiomicetos, sdo reconhecidos
por apresentarem polissacarideos do tipo -D-glucanos como constituintes da
parede celular tanto do basidioma como do micélio e excretar estes
polissacarideos para o meio de cultivo. Estas moléculas sdo apontadas como
as principais responsaveis pelas propriedades medicinais desses fungos
(PRAMANIK, 2005).

Os cogumelos fazem parte da alimentacdo ha milhares de anos,
envolvendo um grande numero de espécies comestiveis, e, em varios paises,
h& uma aceitacdo bem estabelecida para o cultivo de cogumelos devido ao seu
sabor e textura unica (WONG e CHYE, 2009). Nos ultimos anos, o consumo de
cogumelos aumentou, seja do cogumelo in natura ou suplementos a base de
seu extrato (NEYRINCK et al., 2009). As propriedades benéficas dos
cogumelos comestiveis levaram a comercializagdo de inidmeras marcas de
compostos a base de cogumelos desidratados nas formas de cépsulas,
tabletes e comprimidos, avaliados como “Novo Alimento”, que atendem a
Resolugdo ANVS/MS n°. 16/99 da ANVISA (BRASIL, 1999).

Embora ndo seja permitido alegar propriedades funcionais e/ou de
saude para os Novos Alimentos a base de corpos frutiferos ou micélio de
fungos desidratados, varias marcas disponibilizadas para a venda de forma
virtual sdo comercializadas para diversas finalidades, sendo que algumas delas
sdo: prevenir e combater diversas doencas inclusive o cancer, fortalecer o

sistema imunoldgico, tratar a hipertensédo, a hipercolesterolemia, o diabetes,
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aumentar ou controlar a atividade mental e reduzir o estresse. O comércio via
WebSite € realizado principalmente no Brasil, Japdo e China, onde s&o
vendidos produtos como o corpo de frutificagdo seco, inteiro e moido, tabletes,
capsulas, extratos e chas (CHEN, 2001).

No entanto, de acordo com a literatura, os polissacarideos presentes nos
fungos podem tanto estimular o crescimento de micro-organismos como atuar
como antimicrobianos. Sendo assim, torna-se relevante averiguar o efeito

destes produtos a base de fungos sobre a microbiota intestinal.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de cogumelos desidratados sobre o crescimento de bactérias

probiéticas in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar a influéncia da adicdo de corpos frutiferos desidratados de A.
blazei e P. ostreatus e dos polissacarideos extraidos dos corpos
frutiferos desidratados sobre o crescimento de bactérias da microbiota
intestinal humana

Avaliar a influéncia da adicdo de corpos frutiferos desidratados e seus
respectivos polissacarideos sobre a microbiota intestinal de

camundongos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Generalidades sobre os Fungos

Fungos sdo eucariotos que apresentam um conjunto de caracteristicas
que permitem sua diferenciacdo das plantas: ndo sintetizam clorofila nem
qualguer pigmento fotossintético; ndo tem celulose na parede celular (exceto
alguns fungos aquaticos) e nao armazenam amido como substancia de
reserva. A presenca de substancia quitinosa na parede da maior parte das
espécies fangicas e a capacidade de armazenar glicogénio os assemelham as
células animais (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

Nos fungos filamentosos, cada filamento cresce principalmente na
extremidade, por extensdo de uma célula terminal. Um Unico filamento é
chamado hifa. As hifas geralmente crescem juntas, através da superficie e
formam ramificagbes compactas, que coletivamente sdo chamadas de micélio
e que podem ser vistas facilmente sem uso de microscépio (MADIGAN,
MARTINKO e PARKER, 2004).

A nutricdo da maioria dos fungos se da por absorcao, processo pelo qual
enzimas adequadas hidrolisam macromoléculas, tornando-as assimilaveis
através de mecanismos de transporte. Para seu desenvolvimento, os fungos
exigem, de preferéncia, carboidratos simples como a D-glicose. Entretanto,
outros acgucares mais complexos também podem ser utilizados. A temperatura
de crescimento abrange uma larga faixa, porém, fungos de importancia médica,
em geral, apresentam temperatura 6tima entre 20°C e 30°C (TRABULSI e
ALTERTHUM, 2005).

Os fungos sdo importantes na cadeia alimentar porque decompdem
vegetais mortos e por isso reciclam elementos vitais. S&o utilizados pelo
homem como alimento (cogumelos) e na producéo de drogas. Das mais de 100
mil espécies conhecidas, apenas cerca de 200 sdo patogénicas aos humanos e
animais (TORTORA et al., 2005).

Os fungos sao classificados em quatro grupos: 0s Zigomicetos, 0s
Ascomicetos, os Basidiomicetos e os Fungos imperfeitos (Deuteromicetos).

Este Gltimo ndo € um verdadeiro filo, mas um grupo de fungos cujas estruturas
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sexuadas néo estdo bem identificadas. Aqui se incluem os géneros Aspergillus
e Penicillium. Os Zigomicetos sao os fungos mais simples, formados por cerca
de 600 espécies com hifas asseptadas, incluindo o bolor do p&do e alguns
fungos parasitas de animais. Os Ascomicetos incluem fungos cujas hifas
apresentam septos perfurados, sendo o zigoto substituido por um pequeno
saco, 0 asco. Leveduras, Morchella e Truber sdo exemplos de fungos deste
grupo. Os Basidiomicetos constituem os cogumelos propriamente ditos. Alguns
sdo comestiveis como o champignon de Paris (Agaricus bisporus) e o
cogumelo ostra (Pleurotus spp) e outros agentes de doengas de plantas como

os chamados carvdes e ferrugens (LACAZ et al., 2002).

3.1.1 Filo Basidiomycota

Os Basidiomicetos (Filo Basidiomycota) apresentam hifas septadas, com
parede quitinosa. Produzem um tipo de esporo, basidiésporo, suportado por um
esporangio caracteristico, com forma de dedos, o basidio. A partir do micélio,
hifas desenvolvem-se de forma organizada, constituindo o corpo de frutificacdo
ou basidiocarpos (CESAR e SEZAR, 2003).

De acordo com Martho (1994) no basidiocarpo, algumas hifas se
diferenciam em estruturas especiais, os basidios, onde ocorre fusdo dos
ndcleos, resultando em um ndcleo zigético dipléide. Este logo sofre meiose e
origina quatro esporos hapléides, os basididsporos. Os basidios se localizam
na parte inferior do chapéu dos cogumelos. Na extremidade livre do basidio
localizam-se os quatro basidiésporos, que logo serdo libertados. Ao cair em
local adequado, rico em matéria organica, um basidiésporo germina e origina
um novo micélio.

A Figura 1 apresenta o ciclo de vida de fungos da classe dos

Basidiomicetos.
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Figura 1: Representacdo esquematica do ciclo de vida dos Basidiomicetos

Fonte: PRESCOTT, HARLE e KLEIN (2002)
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Além de enzimas que degradam lignina, ha evidéncias de que os
polissacarideos extracelulares produzidos por esses fungos desempenham um
papel importante nesse processo (MAZIERO, CAVAZZONI e BONONI, 1999).

Os fungos da classe dos Basidiomicetos habitam diversas zonas
climaticas, desde o artico até as florestas tropicais. Os corpos frutiferos podem
ser colhidos de substratos como folhas e madeira. Dentre 0os cogumelos
pertencentes a esse género, 0s mais cultivados s&o: Agaricus bisporus,
Pleurotus spp, Lentinus edodes, Flammulina velutipes,Volvariella volvacea
(SANCHEZ, 2004) e Agaricus blazei (DELMANTO et al., 2001).

3.1.1.1 Propriedades medicinais dos Basidiomicetos

Conforme Chang (2001), os cogumelos medicinais foram utilizados
como suplemento dietético ou alimento medicinal na China por mais de 2000
anos. Nas ultimas décadas, pesquisas conduzidas mundialmente confirmaram
as propriedades medicinais de varias espécies de Basidiomicetos sendo que
mais de 700 espécies de fungos foram descritas por apresentarem
propriedades farmacoldgicas (NASCIMENTO, 2010). Dentre essas

propriedades € possivel destacar: modulagdo do sistema imunolégico
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(GUNDE-CIMERMAN, 1999; WASSER e WEIS, 1999; ELLERTSEN et al.,
2006; NASCIMENTO, 2010; ISHII et al., 2011), efeito antitumoral (MIZUNO,
1999; DELMANTO et al.,, 2001; WASSER, 2002; DE BARBA et al.,, 2011),
antioxidante (MAU, LIN e SONG, 2002; TONG et al.,, 2009; WONG e CHYE,
2009) e acao antimicrobiana (NGAI e NG, 2004), antiviral, antibacteriana e
antiparasitaria (MIZUNO, 1995; PINHEIRO et al., 2003).

Dentre os compostos bioativos encontrados em fungos citadas na
literatura encontram-se os compostos fendlicos e &cidos organicos (MAU, LIN e
SONG, 2002; GIANNENAS et al., 2010; CARVAJAL et al., 2012), as lecitinas
(WANG, NG e OOl, 1998), o ergosterol (TAKAKU, KIMURA e OKUDA, 2001),
os flavonodides (BARROS et al., 2008) as ribonucleases (FANG e NG, 2011), os
folatos (FURLANI e GODOQY, 2007) e os polissacarideos, principalmente as B-
glucanas (WASSER, 2002).

De maneira geral, [B-glucanas fazem parte da composicdo dos
cogumelos, sendo encontradas no basidiocarpo e/ou micélio (ISHII et al., 2011)
Estdo presentes na maior parte como glucanas ramificadas com diferentes
tipos de ligacdes glicosidicas, tais como (1- 3), (1 - 6) B-glucanas e (1- 3) a -
glucanas (WASSER, 2002).

As B- glucanas da parede celular estdo ligadas a quitina e proteinas.
Essas moléculas sdo estruturas altamente ordenadas, formadas principalmente
por unidades de B-glucose, e diferenciam-se da celulose das plantas, pelo tipo
de ligacéo entre as unidades dos acucares da cadeia principal e por possuirem
ramificacfes, apresentando geralmente elevada massa molecular (CAMELINI
et al., 2005).

3.1.1.2 O género Agaricus

Basidiomicetos do género Agaricus sao conhecidos como
decompositores secundarios por poderem ser cultivados somente em
substratos previamente fermentados (OEI, 1996).

Dentre as espécies cultivadas do género Agaricus destacam-se o
Agaricus bisporus (BURTON, LOVE e SMITH, 1993) e Agaricus blazei, que
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possui propriedades medicinais e tem despertado grande interesse cientifico
(HERERRA, 2001).

Agaricus blazei (Agaricus blazei Murrill sensu Heinemann) (Figura 2)
origina-se de Piedade (S&o Paulo-Brasil). Em 2002, Wasser et al. propuseram
para esta espécie a denominagdo Agaricus brasiliensis e em 2005, Kerrigan,
baseado na andlise da sequéncia do DNA, concluiu que esta espécie é
bioldgica e filogeneticamente identificada como Agaricus subrufescens Peck,
classificada em 1893 e nativa na América do Norte. Taxonomicamente, esta
espécie de fungo € classificada como filos Basidiomycetes, ordem Agaricales,
familia Agarycomycetideae, tribo Agariceae, se¢do Arvenses, género Agaricus
CAMELINI et al., 2005).

Embora os primeiros relatos deste cogumelo datem da década de
quarenta, somente apos sua descoberta no Brasil, em 1965, por Furumoto, um
fazendeiro japonés de Piedade, o interesse maior da comunidade cientifica foi
despertado, principalmente no Japdo (pais que recebeu as primeiras
amostras), China e Estados Unidos. Desde entdo, diversas pesquisas foram
realizadas, demonstrando a qualidade e os beneficios desta espécie (ANTUN,
ANTUN e ASSADI, 1999).

O corpo frutifero de Agaricus blazei apresenta pileo medindo de 5 a 11
cm de diametro, semi-globuloso depois de aberto, com cume truncado,
coloracdo marrom claro até marrom médio, escamado com pequenos flocos
brancos no topo, borda encurvada, excedente de 2 a 3 mm. O estipe €
estreitado na juncdo com o pileo, com 6 a 13 cm de comprimento. As lamelas
se disp6em muito proximas umas das outras, sdo conectadas a estipe, com 0,8
a 1,0 cm de largura, variando de esbranquicada a cinza amarronzado, sendo
marrom escuro na senescéncia. Os esporos tém dimensodes elipticas, de cor
marrom. O ciclo de vida do Agaricus blazei inicia-se quando um cogumelo
maduro (véu aberto) lanca seus esporos, que sao facilmente disseminados
pelo ar. Os basidiosporos, quando encontram um substrato com condi¢cdes
favoraveis, germinam e déo origem a hifas hapldides, que recebem o nome de
micélio escuro (ANTUN, ANTUN e ASSADI, 1999). Na composi¢cdo quimica
podem ser encontrados complexos glicoprotéicos e polissacarideos ([3-

glucanos) que apresentam propriedades de potencializar o sistema imune,
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além de atividade antitumoral pronunciada (OKAZAKI, 1995; MIZUNO et
al.,1998; MIZUNO et al.,1999; MACHADO et al., 2005).

Agaricus blazei contém 85-87% de agua. Quando desidratado, € rico em
proteinas (40-45%), carboidratos (38-45%), fibras (6-8%) e vitaminas como B1
(0,3 mg), B2 (3,2 mg) e niacina (49,2 mg). Também contém uma quantidade
significativa de ergosterol (0,1-0,2%), que é convertido em vitamina D2, e o

potéssio (2,97%) é o principal mineral do cogumelo (MIZUNO, 1995).

Figura 2: Imagem de Agaricus blazei

Fonte disponivel em: pharmaceuticalmushrooms.nwbotanicals.org
Acesso em: 30/08/2011

Diversos estudos farmacoldgicos demonstraram que A. blazei tem
potencial antioxidante (TSAI, TSAlI e MAU, 2007; SUI et al.,, 2010), anti-
inflamatério e antinociceptivo (KOMURA et al., 2010), antitumoral (KANENO et
al.,, 2004; LIU e SUN, 2011); antiviral (BRUGGEMANN et al., 2006),
imunomodulatério e quimiopreventivo (LIN et al., 2004; ELLERTSEN et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2009; FORLAND et al.,, 2010), bem como efeito
hipocolesterolémico, controlador do diabetes (MIZUNO, 1995; FORLAND et al.;
2010), antimutagénico (GUTERREZ et al., 2004) e leishmanicida (VALADARES
et al., 2011). Além disso, estudos demonstram que A blazei pode exercer tanto
efeito antimicrobiano (BERNARDSHAW, JOHNSON e HETLANDY, 2005; AL-
FATIMI et al., 2005; FIORI-TUTIDA et al., 2007; OZTURK et al., 2011; OZEN et
al., 2011), como de estimulo de bactérias que habitam o sistema gastrintestinal
(FORTES et al.,2010; GIANNENAS et al., 2011).
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3.1.1.2.1 Polissacarideos do género Agaricus

As estruturas quimicas de polissacarideos, como composicdo de agucar
e tipos de ligacBes glicosidicas, podem ser caracterizadas pela analise
espectral, analise quimica ou cromatografia (YANG e ZHANG, 2009).

Smiderle et al. (2011) avaliaram a composicdo polissacaridica de
extratos parcialmente purificados de A. bisporus e A. brasiliensis e encontraram
a-glucanas com ligagcbes (1—6),(1—4) B-glucanas com ligagcbes (1—6) e
manogalactanas. Os autores ainda afirmaram que as propor¢cdes dos
polissacarideos, determinadas por NMR, foram consideravelmente diferentes
para as duas espécies estudadas. A. brasiliensis mostrou um alto teor de [3-
glucanas enquanto que A. bisporus apresentou manogalactanas como seu
principal polissacarideo.

Um polissacarideo solivel em agua foi isolado por extracdo em solucéo
a 5% de hidroxido de sédio a partir dos corpos de frutificacdo de Agaricus
blazei. O polimero era composto de galactose, glicose, fucose, arabinose e
manose com a razao molar de 29: 20: 6: 2: 2, respectivamente (LIU e SUN,
2011).

Sui et al. (2010) analisaram polissacarideos extraidos do corpo frutifero
de Agaricus blazei. Os resultados indicaram que os polissacarideos continham
glicose (93,87%), manose (3,54%) e arabinose (2,25%).

Cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massa (GC-MS)
foram utilizadas para caracterizar os polissacarideos extraidos de Agaricus
brasiliensis. Os resultados mostraram que 0 polissacarideo obtido era um
heteropolissacarideo composto principalmente de arabinose, glicose e manose
nas percentagens molares de 78,38%, 10,46% e 8,51%, respectivamente
(ZHANG et al., 2010).

Camelini et al.(2005) analisaram frutificacfes de A. subrufescens (= A.
blazei) coletadas em diferentes estagios de maturagdo e avaliaram o
rendimento e as caracteristicas estruturais dos polissacarideos solaveis em
agua. Os autores identificaram um polissacarideo de estrutura (1—6)-(1—3)-B-
glucanas, com baixo teor de proteinas (em média 0,59 %) nos dois estagios de

maturacao.
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Park et al. (2003) avaliaram a quantidade de B-glucanas em Agaricus
blazei de trés diferentes regifes, utilizando o método enzimatico, observando
quantidades significativas dessa substancia na espécie estudada, em torno de
38%.

3.1.1.2.2 Atividade antimicrobiana do género Agaricus

O efeito antibacteriano de um extrato aquoso de Agaricus blazei Murill
(ABM) foi avaliado em um trabalho realizado por Bernardshaw, Johnson e
Hetlandy (2005). O extrato foi administrado em camundongos NIH / OlaHsd por
via oral antes e apdés a inoculacéo intraperitonial de Streptococcus pneumoniae
serotipo 6B. Os parametros avaliados foram o efeito bactericida e a taxa de
sobrevida dos camundongos. Os resultados mostraram a capacidade de
protecéo do extrato de A. blazei contra a infecgé@o sistémica dos camundongos
por S. pneumoniae 6B tendo sido mais eficaz quando administrado 24 horas
antes da inoculacdo, mas também apresentando efeito protetor quando
administrado em conjunto com S. pneumoniae quando comparado ao controle
(camundongos que reberam somente PBS). A auséncia de efeito antibidtico em
pneumococos in vitro e 0 aumento dos niveis de citocinas MIP-2 e TNF-alfa no
soro dos camundongos que receberam o extrato também indicaram que o
efeito protetor do extrato de A. blazei envolve o sistema imunolégico dos
camundongos. Os resultados sugerem que o extrato de A. blazei pode ser util
como profilatico adicional e possivelmente para o tratamento terapéutico contra
infecgOes bacterianas em seres humanos.

Al-Fatimi et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
metandlicos e aquosos de 23 espécies de Basidiomicetos sobre
Staphyloccocus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus flavus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Candida maltos. Agaricus sp apresentou atividade
antibacteriana.

Um extrato aquoso bruto de Agaricus blazei foi capaz de inibir a
germinacao de esporos do fungo Puccinia recondita f. sp. triciti, in vitro (FIORI-
TUTIDA et al., 2007).



25

O efeito antimicrobiano de extratos metandlicos de trés espécies de
Agaricus (Agaricus essettei, Agaricus bitorquis e Agaricus bisporus) foi testado
contra seis espécies de bactérias Gram-positivas, sete espécies de bactérias
Gram-negativas e duas espécies de levedura. Os resultados revelaram que
bactérias Gram-positivas foram mais sensiveis aos extratos de cogumelos do
que as bactérias Gram-negativas. A maior atividade inibitoria foi determinada
contra espécies de Micrococcus, especialmente contra M. Flavu, ocasionada
pelo extrato de A. bisporus. As leveduras Candida albicans e C. tropicalis foram
também sensiveis aos extratos metandlicos das trés espécies de Agaricus
estudadas (OZTURK et al., 2011).

Ozen et al. (2011) reportaram um forte efeito inibitério de um extrato

metandlico de Agaricus bisporus sobre o crescimento de Escherichia coli.

3.1.1.3 O género Pleurotus

Dentre os fungos da classe dos Basidiomicetos, os do género Pleurotus
(Figura 3) sdo cultivados em varios paises principalmente nos localizados no
sudeste Asiatico, india, Europa e Africa. Naturalmente, € decompositor de
madeiras e varios outros substratos (BERNARDI et al., 2009).

Pleurotus sdo cogumelos comestiveis geralmente denominados
“cogumelos ostra”, devido ao formato do pileo ser semelhante a uma concha.
Possui coloracéo clara (branco, cinza ou castanho) e seu basidiocarpo possui
formato de folha carnuda (FERREIRA, 1998, apud SA-RIVAS et al., 2010).

O género Pleurotus pertence a familia Agaricaceae Fr., incluida na
ordem Agaricales e as espécies desse género possuem ampla distribuicdo
mundial (PUTZKE e WARTCHOW, 2008).

O cultivo de fungos do género Pleurotus pode ser realizado em meio
sélido ou liquido. O processo em meio solido depende da interacdo entre o
fungo e o substrato lignoceluldsico (SANTOS, 2000). O cultivo em meio liquido,
comegou a ser estudado a fim de utilizar o caldo de cultivo de Pleurotus para a
producdo de substancias com potencialidades terapéuticas (WISBECK et al.,
2002).
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Dentre as propriedades medicinais do género Pleurotus pode-se citar a
capacidade de modular o sistema imunologico (TONG et al., 2009; SUN e LIU
2009), a acédo antitumoral (MIZUNO,1995; PRAMANICK 2005; SUN e LIU,
2009; TONG et al., 2009), bem como propriedades antiinflamatéria e
antimicrobiana (TONG et al., 2009).

O género Pleurotus € um dos mais cultivados devido a sua alta eficiéncia
biologica, adaptando-se bem a condigdo brasileira de clima tropical. Possui a
capacidade de colonizar e degradar uma grande variedade de residuos
lignoceluldsicos, produzindo corpos frutiferos (cogumelos) com elevado valor
gastronémico e medicinal (HOLTZ et al., 2009). S&do cogumelos apreciados por
causa do seu paladar, por apresentarem quantidade relativamente alta de
proteina, carboidratos, minerais e vitaminas, e baixo teor de lipideos. Pleurotus
spp requerem pequeno tempo de crescimento, comparado a outros cogumelos
e seu corpo de frutificacdo ndo é muito atacado por doencas e pragas. Pode
ser cultivado de um modo simples e barato (SILVA et al., 2007).

Pleurotus ostreatus € cultivado em substratos como palha de cereais
(SOUZA DIAS, 2003), serragem (SA RIVAS et al., 2010), bagaco de cana
(ORTEGA et al., 1993), algoddo (HOLTZ et al., 2009; GONCALVES et al.,
2010), folhas de bananeira (BONATTI et al., 2004), cascas de arvores e folhas
(VIEIRA, PAZ e GIOVANNI, 2007). A composicdo quimica dos corpos frutiferos

pode variar de acordo com o tipo de substrato no qual foi cultivado
(CURVETTO et al., 2002).

Figura 3: Imagem de Pleurotus ostreatus

Fonte disponivel em: http://genome.jqi-psf.org/PleosPC15 1/PleosPC15 1.home.html
Acesso em: 30/08/2011
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3.1.1.3.1 Polissacarideos do género Pleurotus

A composicdo monomeérica de um polissacarideo de Pleurotus ostreatus
geralmente é formada por glicose, manose e galactose (SEVIOUR, 1992).

Segundo Santos-Neves (2007) foi possivel realizar a caracterizacdo de
uma manogalactana de Pleurotus ostreatus vr. florida através de andlises
espectroscopicas e de metilagdo. Além desta, duas glucanas foram
caracterizadas, uma [3-glucana com ramificagdo a e uma glucana apresentando
configuracéo a e B.

Komura et al. (2009) cultivaram o basidiomiceto Pleurotus ostreatus var.
florida em dois diferentes meios liquidos, CZAPECK e POL, com o objetivo de
obter 0s exopolissacarideos e a biomassa micelial. A partir dos
exopolissacarideos foram caracterizadas mananas similares, independente do
meio no qual o micélio foi cultivado. Ainda, a partir da biomassa cultivada em
meio CZAPECK foram obtidos extratos aquosos e alcalinos, os quais foram
submetidos a processos de purificacdo. Estas fracdes foram caracterizadas
quanto a sua estrutura quimica, como uma manogalactana, glicogénio e uma [3-
glucana.

Synytsya et al. (2009) relataram que corpos frutiferos de P. ostreatus e
P. eryngii contém cadeias ramificadas p -1, 3 - 1,6 glucana e linear a -1,3-
glucana como os principais componentes da parede celular. Os autores ainda
afirmaram que glucanas biologicamente ativas ou seus complexos protéicos e
outros polissacarideos isolados de corpos frutiferos de Pleurotus também estéo

sendo estudados para a preparacéo de suplementos alimentares.

3.1.1.3.2 Atividade antimicrobiana do género Pleurotus

Substancias antibioticas obtidas de fungos do género Pleurotus podem
ser divididas em polissacarideos de baixa massa molecular, os quais, na maior
parte dos casos, também exercem atividade anticancerigena e antiviral, através
da estimulagdo da resposta imunologica do organismo, em metabdlitos
secundarios, principalmente de origem terpendide e em diferentes derivados
protéicos (GUNDE-CIMERMAN, 1999).
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Gerasimenya et al. (2002) avaliaram catorze linhagens de Pleurotus
ostreatus (Jacq.:. Fr) Kumm. (Agaricales sl) como possiveis produtoras de
substancias biologicamente ativas em cultivo submerso. Extratos do micélio e
do caldo de cultivo foram evaporados e o residuo seco ressuspenso. A
atividade antimicrobiana foi testada pelo método de difusdo em &agar. Placas
com as substancias avaliadas foram inoculadas com as linhagens de Pleurotus.
Todas as cepas manifestaram atividade antimicrobiana. O caldo de cultivo
demonstrou apenas uma atividade minima. Para a investigacao seguinte, a
linhagem de P. ostreatus com a maior atividade antimicrobiana foi testada em
cultivo submerso e produziu duas substancias bioativas: uma com elevada
atividade contra Aspergillus niger INA 00.760 e o outra com atividade contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. .

Véarios métodos de isolamento de componentes volateis de P. ostreatus
foram comparados: a extracdo por tetracloreto de carbono (CCl,), a destilacdo
a vacuo, e o arraste pelo fluxo de nitrogénio. Os compostos extraidos por CCl,
foram 3-octanona, 3-octanol, 1-octeno-3-ol benzaldeido, 1-octanol, acido
benzdico e um componente ndo identificado. A mistura de compostos extraidos
demonstrou atividade antimicrobiana contra algumas cepas bacterianas. A
adicdo de uma mistura contendo estes compostos volateis no meio de cultivo
resultou na inibicdo completa das oito bactérias utilizadas para o ensaio
antibacteriano (BELTRAN-GARCIA, ESTARRON-ESPINOSA e OGURA, 1997).

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,
porém, nao foi encontrada qualquer atividade contra fungos e leveduras.

A extracdo do caldo de cultivo de P. griseus com cloroférmio resultou no
antibidtico pleurotin, produzido em escala industrial, que afeta as seguintes
bactérias: Bacillus mycoides, B. subtilis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Mycobacterium phlei, M. smegmatis, Photobacterium fischeri e
Staphylococcus aureus (GUNDE-CINERMAN, 1999).
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Pleuromutilin € um diterpendide com acgdo antibacteriana isolado de P.
mutilus, que atua diretamente sobre o ribossomo, impedindo a sintese de
proteinas (LORENZEN e ANKE, 1998).

Gutiérrez et al. (1994), estudando a producdo de enzimas oxidativas e
compostos aromaticos por fungos do género Pleurotus, observaram a presenca
de acido benzdico, conhecido pelas suas propriedades antimicrobianas contra
leveduras e bactérias, e de alcool benzilico no caldo de cultivo de P. ostreatus.

Gunde-Cimerman (1999) relata ainda que glicopeptideos com
excelentes atividades terapéuticas e fungicidas s&o produzidas por P.
ostreatus, sendo aplicados no controle de doencas de plantas agricolas.

Wolff et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes
extratos de Pleurotus ostreatus: infusdo em agua dos corpos de frutificacdo
frescos (B1), basidiocarpos desidratados (B2), micélio fresco (M1), e micélio
desidratado (M2). Polissacarideos a partir do micélio fresco também foram
obtidos por infusdo de agua seguido por tratamento com etanol (PE). Os
extratos foram testados contra Candida albicans, Escherichia coli e Bacillus
subtilis. B1, B2, e M1 mostraram mais de 50,0% de inibicdo de C. albicans. M2
apresentou um elevado grau de inibicdo de E. coli (87,5%) e B. subtilis (57,5%),
enquanto PE néo foi eficaz.

A atividade de um extrato aquoso de corpos frutiferos de Pleurotus
ostreatus foi testada contra 39 micro-organismos de importancia ambiental e
clinica, incluindo 29 bactérias e 10 fungos. O extrato mostrou atividade inibitoria
do crescimento de apenas 3 bactérias: Bacillus cereus, Bacillus subtilis e
Pseudomonas sp. (HEARST et al., 2009).

A atividade antimicrobiana de extratos etandlicos do micélio obtido a
partir de 10 cogumelos comestiveis selvagens, (Armillaria mellea, Meripilus
giganteus, Morchella costata, Morchella elata, Morchella esculenta var.
vulgaris, Morchella hortensis, Morchella rotunda, Paxillus involutus, Pleurotus
eryngii e Pleurotus ostreatus) foi investigada. Para a determinacao da atividade
antimicrobiana, o crescimento de 11 micro-organismos foi avaliado pelo método
de difusdo em agar. P. ostreatus e M. giganteus foram as espécies mais ativas
contra bactérias e leveduras (KALYONCU et al., 2010).
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Wisbeck et al. (2002) encontraram atividade antimicrobiana no caldo de
cultivo de P. ostreatus contra C. albicans. Gern, (2005), ao avaliar a acao de
extratos polissacaridicos utilizando o mesmo fungo (Pleurotus ostreatus)
também contra C. albicans, obteve resultados diferentes de Wisbeck (2002) e
concluiu que o uso de outro meio de cultivo e outra metodologia de analise
podem influenciar significativamente no resultado da atividade antimicrobiana
deste fungo.

Coutinho et al. (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
do micélio desidratado de P. ostreatus cultivado em meio contendo extrato de
trigo e glicose. O extrato promoveu uma inibicdo de 57,5% no crescimento de
Escherichia coli e de 87,21% no crescimento de Bacillus subtilis, n&o
apresentando atividade contra Candida albicans. Neste trabalho, um extrato de
micélio fresco da mesma linhagem fangica apresentou 33,57% de inibicéo,

sugerindo a perda de substancias bioativas no processo de desidratacao.

3.2 Microbiota intestinal

O conceito de saude intestinal € recente, e se refere a trés componentes
basicos: a alimentacdo, a mucosa e a microbiota intestinal (FORTUN-
LAMOTHE e BOULLIER, 2007).

Define-se microbiota intestinal como o conjunto de bactérias que
habitam o intestino. Esta pode ter acdo positiva e ser favoravel a uma boa
digestdo, porém, pode se apresentar com qualidade desfavoravel,
comprometendo a saude (BORSARINI, 2006).

O trato gastrointestinal alberga o maior nimero e a maior diversidade de
espécies de bactérias que colonizam o corpo humano. As bactérias sao
encontradas em todo trato gastrointestinal, porém tém distribuicdo
heterogénea. No estbmago e no intestino delgado o ambiente é desfavoravel
para a colonizacdo e proliferacdo bacteriana, que € reduzida, por acao
bactericida do suco géstrico, da bile e da secre¢do pancreatica, como pelo
intenso peristaltismo do intestino delgado. Entre a escassa populacao
bacteriana do jejuno e a densa flora do coélon existe um sitio de transicao

bacteriana chamado ileo. No colon, as bactérias encontram condicdes
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favoraveis para sua proliferacdo devido a auséncia de secrecdes intestinais,
peristaltismo lento e abundante suprimento nutricional (BRANDT, SAMPAIO e
MIUKI, 2010).

O habitat intestinal de um individuo contém de 300 a 500 espécies
diferentes de bactérias, e o0 numero de células microbianas dentro do limen
intestinal é cerca de 10 vezes maior do que o numero de células eucaribticas
no corpo humano. O intestino grosso contém uma complexa e dinamica
microbiota com altas densidades de bactérias que atingem até 101! ou 1012
UFC/g. Uma grande proporcdo da massa fecal também €& composta de
bactérias - cerca de 60% de solidos fecais (GUARNER e MALAGELADA,
2003).

O trato gastrointestinal abriga bactérias gram-positivas e gram-negativas
(DOGI et al., 2008). Bactérias anaerdbias superam as aerébias por um fator de
100-1000. Os géneros Bacterdéides, Bifidobactérias, Eubacterium, Clostridium,
Peptococcus, Peptostreptococcus e Ruminococcus sédo predominantes em
seres humanos (SALMINEN, OUWEHAND e ISOLAURI, 1998) enquanto os
aerébios ou anaerobios facultativos, tais como Escherichia, Enterobacter,
Enterococos, Klebsiella, Lactobacilos e Proteus estdo entre os géneros
subdominantes (GUARNER e MALAGELADA, 2003).

Com base em dados experimentais € possivel identificar trés funcdes
principais da microbiota intestinal: a) funcdes de nutricdo e metabolismo, como
resultado da atividade bioquimica da microbiota, formacéo de acido graxos de
cadeia curta, a producéo de vitaminas e efeitos favoraveis sobre a absorcao de
calcio e ferro no célon. b) protecado, impedindo invaséo por agentes infecciosos
ou crescimento de micro-organismos com potencial patégeno, e c) funcdes
troficas sobre a proliferacdo e diferenciacdo do epitélio intestinal, e o
desenvolvimento do sistema de modulacdo e imune (GUARNER e
MALAGELADA, 2003).

Vérios fatores garantem a defesa da mucosa intestinal contra os micro-
organismos nocivos, sendo que alguns ndo sado pertencentes ao sistema
imunoldgico. Primeiramente, juncdes permitem a coesdo entre as ceélulas
epiteliais e impedem a passagem intercelular dos agentes patdgenos e o

peristaltismo intestinal acelera a eliminacéo de agentes patogénicos, reduzindo
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a sua interacdo com células epiteliais. Além disso, a proliferacdo de células
pluripotentes localizadas em criptas na base das vilosidades permite a
permanente renovacado do epitélio digestivo. Ha também a formacédo de muco,
gerando camada protetora na superficie dos enterdécitos, diminuindo a fixacdo
de patdgenos em enterdécitos. Por fim, a microbiota digestiva saudavel cria um
ambiente desfavoravel para o crescimento de micro-organismos patégenos
(FORTUN-LAMOTHE e BOULLIER, 2007).

Diversos estudos in vitro e in vivo mostraram que a microbiota intestinal
normal € uma barreira extremamente efetiva contra micro-organismos
patogénicos e oportunistas (FULLER, 1991). Fortun-Lamothe e Boullier (2007)
apontam que o papel dos micro-organismos benéficos inclui tanto uma
protecdo contra patdgenos, quanto implicacdo no desenvolvimento e
maturagéo da imunidade da mucosa digestiva.

E possivel modificar a composicdo da microbiota intestinal pela
administracdo oral de probidticos, ou pela administracdo de prebidticos, que
estimulam seletivamente o crescimento e/ou a atividade de bactérias no colon.
Vérias evidéncias demonstram que a administracdo de prebioticos diferentes
como inulina e fruto-oligossacarideos, induz uma modificacdo significativa da
microbiota intestinal, aumentando o numero de lactobacilos e bifidobacterias
(KRUSE, KLEESSEN e BLAUT, 1999).

Em animais monogéstricos, microbios séo transferidos para o intestino
do neonato com varios processos, tais como amamentacao e cuidados logo
apos o nascimento. No recém-nascido, a microbiota intestinal comeca a ser
formada por esses micro-organismos e se desenvolve gradualmente. Nos
seres humanos, o intestino infantil € inicialmente colonizado por um grande
ndamero de bactérias das espécies Escherichia coli e Streptococcus. Em
camundongos, E. coli, Lactobacillus e Streptococcus sdo os principais micro-
organismos durante algumas semanas. Ap6és o desmame, bactérias
anaerdbicas, como Bacteroidaceae e lactobacilos, tornam-se dominantes
(INOUE e USHIDA, 2003).

3.2.1 Bifidobactérias
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Bifidobactérias sdo bactérias anaerébias, gram-positivas, com bacilos
nao-moveis comumente encontrados no trato gastrointestinal de animais,
incluindo humanos. Sao as espécies predominantes de bactérias no trato
gastrointestinal dos bebés e representam cerca de 3% da microbiota total do
intestino de seres humanos adultos saudaveis (SOLANO-AGUILAR et al.,
2008). Foram isoladas pela primeira vez por Henry Tissier do Instituto Pasteur,
a partir de um lactente. A bactéria foi chamada de Bacillus bifidus communis
(World Gastroenterology Organisation Practice Guidelines: Probiotics and
prebiotics, 2009). Hoje ja existem cerca de trinta e nove espécies atribuidas ao
género Bifidobacterium (POKUSAEVA, FITZGERALD e VAN SINDEREN,
2011).

Dentre os efeitos benéficos das bifidobactérias incluem-se: reducéo de
doencas infecciosas, reducdo de doencas inflamatérias crénicas, melhora da
taxa de colesterol e intolerancia a lactose (TURRONI et al., 2009; PAVAN e
KLEEREBEZEM, 2006). Um estudo realizado por Philippe et al. (2011),
mostrou que a administracdo oral diaria de Bifidobacterium lactis foi capaz de
reduzir mediadores inflamatérios e promover aumento de marcadores
especificos em modelo de ratos com colite.

As bifidobactérias mais comumente usadas na producdo de probioticos
sdo Bifidobacterium animalis subespécie lactis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve e Bifidobacterium longum (MASCO et al., 2005).

Chiang et al. (2000) demonstraram que Bifidobacterium lactis (N019)
pode aumentar a imunidade e a producdo de diferentes tipos de leucécitos,
bem como, a producdo de fagdcitos e de citocinas pro-inflamatorias, apos
realizarem estudo experimental duplo-cego, com 50 individuos saudaveis entre
41 a 81 anos, que consumiram leite adicionado de Bifidobacterium lactis (N019)
durante 3 semanas.

Cepas de Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium longum
demonstraram ter propriedades imunomodulatorias. Neste contexto, tem sido
sugerido que cepas de Bifidobactérias do intestino humano poderiam contribuir
para regular os disturbios no balanco de células T-helper, respostas dos
linfocitos aos antigenos exdgenos relacionados com doencas alérgicas, doenca
de Crohn e doenca celiaca (COLLADO et al., 2008).
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3.2.2 Lactobacilos

Os lactobacilos sdo uma das principais bactérias comensais do trato
gastrintestinal humano (HIRANO et al., 2003). Sao bactérias Gram-positivas
produtoras de acido latico, bastante utilizadas na industria de alimentos.
(KURATSU, HAMANO e DAIRI, 2010).

Sao amplamente utilizados para garantir o equilibrio intestinal bacteriano
para melhorar a saude do hospedeiro (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2005), na
prevencao e tratamento de doencgas, na regulacdo da microbiota intestinal, em
distarbios do metabolismo gastrintestinal, como imunomoduladores, e na
inibicdo da carcinogénese. Seus efeitos anticarcinogénicos podem ser
atribuidos a inibicdo de enzimas pro-carcinogénicas ou a estimulacdo do
sistema imunitario do hospedeiro. A administracdo de Lactobacillus casei foi
relacionada com a inducao de uma resposta antitumoral mediada por células T
e a ativacdo de macréfagos, assim como a supressdo da formacdo de tumores
de célon em camundongos e a inibicdo de metastases pulmonares (COPPOLA
E GIL-TURNES, 2004).

Em estudo com 135 pacientes com mais de 62 anos apresentando
diarréia no decorrer de tratamento antibidtico, o tratamento com probidticos
contendo Lactobacullis casei L.; bulgaris e Streptococcus thermophilus,
administrado duas vezes ao dia durante periodo entre o inicio da
antibioticoterapia e uma semana ap0s, mostrou-se eficaz, evitando diarréia
associada a antibiéticos nos idosos (HICKSON et al., 2008).

Xie et al. (2011) avaliaram os efeitos de Lactobacillus plantarum 9-41- A
e Lactobacillus fermentum M1-16 na massa corporal, metabolismo lipidico e
microbiota intestinal de ratos alimentados com uma dieta hipercolesterolémica,
sugerindo que a suplementacdo com lactobacilos tem efeito
hipocolesterolémico bem como, promovem equilibrio microbiano intestinal e,
melhora do tempo de transito intestinal.

Carnicer et al. (2006) estudaram as caracteristicas da microbiota
intestinal de criangas que receberam dieta com leite fermentado acrescido de

Lactobacillus casei e seu impacto sobre os valores das imunoglobulinas. Os
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resultados mostraram evidéncias da sobrevivéncia de L. casei no trato
gastrintestinal e seu efeito imunoestimulador, bem como, aumento significativo
de IgA.

3.2.3 Substancias que afetam a microbiota intestinal - Prebioticos

O termo prebiédtico foi introduzido por Gibson e Roberfroid (1995), que
definiram prebidtico como um ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta
beneficamente o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou
atividade de uma ou um numero limitado de bactérias no colon.

O potencial prebidtico tem sido atribuido a muitos componentes do
alimento sem considerar devidamente os critérios exigidos para tal, em
particular, aos oligossacarideos e polissacarideos dos alimentos (que incluem
as fibras dietéticas) foi atribuido atividade prebiética. No entanto, de acordo
com Gibson et al. (2004) ha necessidade de estabelecer critérios para
classificar um alimento como prebiético. Tal classificacdo requer uma
demonstracao cientifica de que o componente ou o ingrediente do alimento: 1.
resiste aos processos de digestdo, absorcdo e adsorcdo do hospedeiro; 2. é
fermentado pela microflora colonizadora do sistema gastrintestinal; 3. estimula
seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou um ndmero limitado de
bactérias do sistema gastrintestinal.

Prebidticos apresentam caracteristicas tecnologicas e nutricionais
importantes e sdo comumente encontrados ou extraidos de material vegetal,
incluindo frutas, cereais e vegetais, mas também estdo presentes no leite
materno e colostro. Incluem inulina, fruto-oligossacarideos, galacto-
oligossacarideos, xilo-oligossacarideos, isomalto-oligossacarideos e lactulose
(O'TOOLE e COONEY, 2008). Quando utilizados em formulac¢des alimenticias
melhoram significativamente as caracteristicas organolépticas (WANG et al.,
2000).

Atualmente, sabe-se que algumas fibras desempenham papel
fundamental na manutencdo da microbiota intestinal e que a quantidade de
bactérias e sua excrecéo pelas fezes € diretamente proporcional ao consumo
de fibra, tanto em animais como em humanos. Nos ultimos anos, o papel da

inulina e dos fruto-oligossacarideos (FOS) sobre a microbiota intestinal e na
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producdo de bifidobactérias tem despertado atencdo no meio cientifico
(BURIGO, 2007).

Assim como ocorre no caso de outros carboidratos nao-digeriveis, 0s
prebibticos exercem um efeito osmético no trato gastrintestinal, enquanto nao
sao fermentados. Quando fermentados pela microbiota enddgena, o que ocorre
no local em que exercem o efeito prebidtico, eles aumentam a producao de
gas. Portanto, os prebibticos apresentam o risco teoérico de aumentar a diarréia
em alguns casos (devido ao efeito osmaético) e de serem pouco tolerados por
pacientes com sindrome do intestino irritdvel. Entretanto, a tolerancia de doses
baixas de prebioticos € geralmente excelente (MARTEAU e BOUTRON-
RUAULT, 2002).

Cogumelos parecem ser potenciais candidatos a prebidticos ja que
contém carboidratos como a quitina, hemicelulose, glucanas, mananas,
galactanas e xilanas (AIDA, 2009). As B-glucanas tém se destacado entre os
ingredientes utilizados para producéo de alimentos funcionais (TOKUNAKA et
al., 2002; RAMESH e THARANATHAN, 2003). Em funcdo da sua estrutura
molecular e conformacado dos fragmentos obtidos a partir desta macromolécula,
os oligossacarideos, podem atuar como prebidticos estimulando seletivamente
0 crescimento de bactérias do trato intestinal, servindo de fonte energética para
a microflora benéfica contribuindo assim para o processo de digestao
(PRZEMYSLAW e PIOTR, 2003). Outros aspectos positivos, como reducéo dos
niveis de colesterol e de acucar no sangue, pela inclusdo da B-glucana na dieta
também ja foram comprovados em humanos (KIM et al., 2006).

Portanto, oligossacarideos de varias origens (bactérias, plantas e
fungos) tém sido amplamente utilizados como suplementos farmacolégicos,
ingredientes alimentares, e alimentos processados para ajudar no controle de
peso, controle da glicose, reducdo de niveis séricos de lipidios e outras
doencas e modulacdo da microbiota intestinal (QIANG, YONGLIE, QIANBING,
2009).
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3.2.3.1 Efeito Prebidtico de Polissacarideos

De acordo com Candela et al. (2010), o metabolismo de micro-
organismos intestinais € suportado principalmente por dois dos seguintes tipos
das fontes de energia: xilanas nao-digeriveis, pectina, arabinose, celulose,
hemicelulose, amidos resistentes e glucanas. A degradagdo deste grupo
heterogéneo de oligossacarideos complexos envolve uma sintrofia metabdlica
forte entre os micro-organismos diversos que constituem a microbiota intestinal.
Os polissacarideos nao-digeriveis que alcancam o intestino grosso sao 0s
primeiros substratos dos decompositores primarios especializados. A atividade
metabolica dos decompositores priméarios conduz a liberacdo de uma larga
escala de polissacarideos que se tornam disponiveis para os colonizadores

secundarios (Figura 4).
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Figura 4 - (a) Estabelecimento de consorcios sintréficos no ecossistema presente no
c6lon humano. Os polissacarideos complexos insollveis sdo convertidos em &acidos
graxos de cadeia curta e em oligossacarideos solUveis pelas bactérias decompositoras
primarias, que séo caracterizadas pela presenca de enzima especifica ndo
compartilhada com outras bactérias comensais. (b) Exemplo de vias metabdlicas
bacterianas utilizadas na fermentacéo dos oligossacarideos e dos produtos da
fermentacdo primaria.
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Fonte: Adaptado de Candela et al. (2010).

Alguns estudos tém demonstrado que ratas alimentadas com FOS
diminuiram a producdo de certos metabdlitos associados ao cancer (SILVA,
2007). Modelos in vivo envolvendo ratos tém demonstrado a influéncia
favoravel dos FOS na inibicdo da carcinogénese do célon. Lesdes pré-
cancerosas foram induzidas em ratos usando azoximetano e foram
alimentados com ragfes contendo 10% de FOS, tendo verificado redugéo
significativa das les6es (REDDY et al., 1997).

Alteracbes significativas na microbiota intestinal humana foram

observadas com doses de 100g de produto contendo 10° UFC de probiéticos e
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5 a 20g de inulina e/ou oligofrutose, sendo administrada durante 15 dias
(SAAD, 2006).

Em humanos, polissacarideos como os fruto-oligossacarideos e galacto-
oligossacarideos sao conhecidos pela sua capacidade de estimular o
crescimento de Bifidobactérias e Lactobacilos, bem como, de inibir
potencialmente bactérias patogénicas, enterobactérias, Clostridium e
Salmonella. Os produtos finais da fermentacdo dos oligossacarideos por
bactérias do coélon sdo absorvidos e utilizados pelas células epiteliais do
intestino, estimulando o seu crescimento, assim como a absorcdo de sal e
agua, aumentando a umidade do bolo fecal através da pressdo osmotica, e
consequentemente melhorando a motilidade intestinal. (QIANG, YONGLIE,
QIANBING, 2009).



4. METODOLOGIA

4.1 Basidiomas

Cépsulas contendo corpos frutiferos (basidioma) de Agaricus blazei
desidratados e moidos foram adquiridas em uma loja de produtos naturais de
Joinville/SC. Os corpos frutiferos de Pleurotus ostreatus desidratados foram
obtidos do Laboratdrio de Cultivo de Basidiomicetos da Univille e moidos a po

em liquidificador.

4.2 Extracdo dos polissacarideos dos basidiomas desidratados

Os basidiomas desidratados e moidos de A. blazei e P. ostreatus foram
adicionados de agua deionizada na propor¢cdo de aproximadamente 1:13
(m/m), afim de manter a biomassa recoberta com agua, e aquecidos a 100°C
por 4h, por 3 vezes. O extrato foi filtrado em papel filtro Wathman n°1 e o
filtrado concentrado em rotavapor. A solugcdo concentrada foi adicionada de
etanol na propor¢cdo 1:4 (v/v), mantida sob refrigeracdo (4°C) por 24h e
centrifugada. O precipitado foi liofilizado e mantido em frasco vedado até sua
utilizacdo (POKHREL e OHGA, 2007).

4.3 Avaliacdo do efeito dos basidiomas desidratados e dos polissacarideos
obtidos dos basidiomas sobre o crescimento de Lactobacillus casei e
Bifidobacterium lactis in vitro.

Para os testes de avaliacao in vitro foram utilizadas as seguintes linhagens
bacterianas: Lactobacillus casei (ATCC 393 - CCT 1465) e Bifidobacterium
lactis (CCT 7573) cultivadas e mantidas sob refrigeracdo (4°C) em meio de
cultivo Main-Rogosa-Sharp (MRS) Himedia® (composicdo em g/L: - Peptona
Proteose: 10,00 - Extrato de Carne: 10,00 - Extrato de Levedura: 5,00 -
Dextrose: 20,00 - Polisorbato 80: 1,00 - Citrato de Aménio: 2,00 - Acetato de
Sadio: 5,00 - Sulfato de Magnésio: 0,10 - Sulfato de Manganés: 0,05 - Fosfato
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Dipotassico: 2,00 pH FINAL: 6,5 £ 0.2) para L. casei e MRS acrescido de
cloreto de L-cisteina 0,05% Merck® para B. lactis.

A ativacdo das linhagens (pré-inoculo) foi realizada em tubos de ensaio
contendo 5 mL dos meios de cultivo préprios para cada linhagem, inoculados
com duas alcadas de células das linhagens bacterianas obtidas no pré-inéculo
e incubados a 37°C, por 24h em microaerofilia (Microaerobac, marca Probac®.)
para L. casei e 72h em anaerobiose (Anaerobac, marca Probac®) para B.
lactis.

Os ensaios descritos a seguir foram conduzidos utilizando 0,5ml da
suspensao de células ativadas contidas no pré-inéculo em 2,5ml do meio de
cultivo préprio para cada micro-organismo duas vezes concentrado, acrescido
de 2,5ml das substancias a serem avaliadas, previamente autoclavados por 20
minutos a 120°C.

e basidiomas de A. blazei desidratados e moidos (Ab);

e basidiomas de P. ostreatus desidratados e moidos (Po);

e polissacarideos extraidos dos basidiomas de A. blazei por extracao

aguosa a quente (PAD);

e polissacarideos extraidos dos basidiomas de P. ostreatus por extracao

aguosa a quente (PPo).

As concentracgfes finais das substancias teste (T) foram de 0,5; 1 e 2 g/L.
Nas mesmas condi¢cdes foram preparados: 1) tubos contendo 5mL dos meios
de cultivo proprios para cada micro-organismo, inoculados com as linhagens
bacterianas, para controle dos testes (CB); 2) tubos contendo 2,5mL dos meios
de cultivo préprios para cada micro-organismo, duas vezes concentrado,
acrescido de 2,5ml das substancias a serem avaliadas, para controle da
interferéncia da turvacdo do meio conferida pela adicdo das substancias(CC).
O crescimento celular foi avaliado pela medida da densidade Otica em
espectrofotometro Bioespectro SP-22em, a 690 nm. O efeito sobre o
crescimento dos micro-organismos foi verificado quando os valores de
absorbéancia (ABS) dos tubos contendo as substancias avaliadas se
apresentaram estatisticamente diferentes dos valores de absorbancia dos

controles. Os experimentos foram realizados em quintuplicata e os resultados
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expressos em percentual de ativacao/inibicdo do crescimento em relacdo aos

controles de acordo com a equacéaol.

ABSt*100 Equacéo 1
(ABSCB+ABSC(;)

na qual:

ABS+ é a absorbancia dos meios contendo a substancia a ser avaliada apos o
cultivo;

ABScg € a absorbancia dos tubos contendo o controle da bactéria;

ABScc é a absorbancia dos meios contendo s6 a substancia a ser avaliada,

antes do cultivo, para eliminacao da interferéncia da cor da substancia.

4.4 Avaliacao do efeito do basidioma desidratado e dos polissacarideos obtidos
do basidioma sobre a microbiota intestinal de camundongos

4.4.1 Animais e dieta

Camundongos “Swiss” machos pesando entre 30 a 35¢, obtidos do Instituto
Tecnolégico do Parand (TECPAR), foram mantidos em caixas com cama de
serragem, em grupos de seis animais, a temperatura de 22°+ 1°C e fotoperiodo
de 12 horas. Depois de uma semana de aclimatacdo, os camundongos foram
pesados e randomicamente divididos em grupos, de acordo com o
experimento. Todos os grupos foram alimentados com ragdo comercial para
camundongos Nuvilab CR1 (composicao: milho integral moido, farelo de soja,
farelo de trigo, carbonato de caélcio, fosfato bicalcico, cloreto de sédio, premix
vitaminico mineral e aminoacidos) e agua ad libitum. O grupo controle recebeu
dieta composta de Carboximetilcelulose (CMC) a 0,5%. Os demais grupos
receberam as solugcbes das substancias avaliadas suspensas em CMC,
administradas por gavagem, nas dosagens definidas de acordo com o
experimento (Tabela 1). Os camundongos receberam a dieta uma vez ao dia

durante 14 dias.
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Um dia apés a ultima administracdo, os animais foram eutanizados
através de anestesia com pentobarbital em dose letal (60mg/Kg, via
intraperitoneal) e um fragmento de aproximadamente 3 cm do ceco dos
animais foi extraido e mantido congelado, em tubos esterilizados a -70°C para
posterior analise bacterioldgica do conteudo cecal, conforme metodologia
adaptada de Li et al. (2008).

O procedimento descrito acima teve aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa com animais da Univille (Anexo 1).

Tabela 1. Distribuicdo dos animais de acordo com as concentra¢cfes e as
substancias avaliadas

SUBSTANCIA DOSE NUMERO DE ANIMAIS
Controle — CMC 0,5% 0,1 mL/10 g 4
Ab 1 mg/Kg 6
Ab 10 mg/Kg 6
Ab 30 mg/Kg 6
PAb 1 mg/Kg 6
PAb 10 mg/Kg 6
PADb 30 mg/Kg 6
Po 1 mg/Kg 6
Po 10 mg/Kg 6
Po 30 mg/Kg 6
PPo 1 mg/Kg 6
PPo 10 mg/Kg 6
PPo 30 mg/Kg 6

TOTAL: 76 animais

Fonte: O autor, 2012

4.4.2 Analise bacteriolégica do conteudo cecal

O efeito do basidioma e dos polissacarideos obtidos do basidioma sobre a
microbiota intestinal dos camundongos foi avaliado por meio do crescimento
das seguintes bactérias: Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. O meio
utilizado para deteccdo das bifidobactérias do conteddo cecal foi 0 meio
formulado segundo o meio de cultivo Bifidobacterium Agar, Modified® (BFM),
contendo Columbia Agar base, glicose, lactulose, cloreto de cisteina,

riboflavina, acido propibnico, agar e agua deionizada. Para a contagem de
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lactobacilos foi utilizado o meio de cultivo Lactobacillus Selection Agar (LBS)
BD® (caseina pancreatica; hidrato de acetato de sddio; extrato de levedura,
acido acético; di-hidrogenofosfato de potéssio; sulfato de magnésio; citrato de
amonio; sulfato de manganés; glicose; sulfato ferroso; polissorbato e agar)
adicionado de éacido acético glacial e agua deionizada. O crescimento dos
micro-organismos foi detectado pelo método da contagem em placas. O
conteudo cecal (0,1g) foi descongelado e imediatamente adicionado a 2 mL de
uma solugdo salina com cloreto de sodio 85%, cisteina a 5% e &agua
deionizada, a partir da qual foram feitas varias diluigdes. 25 yL de cada diluicao
foram espalhadas com auxilio de uma alca de Drigalski em placas de Petri
contendo os respectivos meios de cultivo. Todo o procedimento foi realizado
em condicbes assépticas. As placas inoculadas com lactobacilos e
bifidobactérias foram incubadas a 37°C por 48horas em microaerofilia
(Microaerobac, marca Probac®.) e 72h em anaerobiose (Anaerobac, marca
Probac®) respectivamente. Ap6s o tempo de incubacdo, as colénias
bacterianas em cada placa foram contadas com auxilio de um contador de
colénias modelo CP600, marca PHOENIX® e o resultado reportado como
unidades formadoras de colénias por grama de amostra (UFC/g) conforme
metodologia adaptada de Li et al. (2008). Os experimentos para cada ceco

foram realizados em triplicata.

4.5 Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste Q de Dixon (r10) com intervalo
de confianca de 95%, para determinacdo de valores desviantes em relagcédo a
média (RORABACHER, 1991). O teste ANOVA fator Unico (teste F) foi utilizado
para determinacdo de diferencas significativas entre os grupos, utilizando o
programa Microsoft Office Excel 2007.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo do efeito do basidioma e dos polissacarideos obtidos do
basidioma sobre o crescimento de Lactobacillus casei e Bifidobacterium
lactis in vitro.

O efeito do basidioma de A.blazei (Ab), dos polissacarideos extraidos do
basidioma de A.blazei (PAb), do basidioma de P. ostreatus (Po) e dos
polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus (PPo) sobre os micro-
organismos avaliados foi verificado quando os valores de absorbancia (ABS)
dos tubos contendo as substéancias testadas se apresentaram estatisticamente
diferentes dos valores de absorbéncia dos controles.

Os resultados das absorbancias obtidas com o crescimento de Lactobacillus
casei nos meios de cultivo na auséncia e na presenca das substancias

avaliadas estédo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Absorbancias obtidas com o crescimento de Lactobacillus casei nos
meios de cultivo na auséncia (controle) e na presenca das substancias Ab, PAb, Po e
PPo nas concentragfes de 0,5; 1,0 e 2,0g/l. Os valores representam a média de
quintuplicatas + o erro padréo.

ABS (690 nm)

Substancia 0,5q/l 1,09/l 2,09/l
CAb 4,60 +0,112 4,31 +0,09° 4,15 +0,07"
Ab 4,85 +0,03° 3,68 +0,17" 3,83 +0,30"
CPAb 4,52 +0,11° 4,11 +0,09' 3,82 +0,07°
PAb 4,72 +0,17° 4,18 +0,20' 3,78 +0,35°
CPo 4,60 +0,11° 4,19 +0,09' 4,03 +0,07°
Po 4,95 +0,09° 4,53 +0,11¢ 4,34 +0,12¢
CPPo 4,58 +0,11 4,10 +0,09' 3,80 +0,07"
PPo 4,66 +0,12" 4,35 +0,19" 4,08 +0,33"

*CAb= Controle basidioma de A.blazei (Ab); CPAb= Controle polissacarideos
extraidos do basidioma de A.blazei (PAb); CPo= Controle basidioma de P. ostreatus
(Po) e CPPo= Controle polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus (PPo).
Letras iguais entre o controle e sua respectiva substancia representam valores sem
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diferenca significativa, para cada concentracdo testada. Nao ha diferenca significativa
entre as diferentes concentragdes.

Os resultados estatisticamente significativos do efeito (percentual de
ativacao/inibicdo) das substancias avaliadas nas concentracdes de 0,5g/,
1,09/l e 2,09/l sobre o crescimento celular de Lactobacillus casei estédo

apresentados na figura 5.

Figura 5: Percentual de ativacao/inibicdo do crescimento celular de
Lactobacillus casei pelas substancias Ab, PAb, Po e Ppo nas concentracdes de

0,5; 1,0 e 2,0g/l.
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De acordo com o teste estatistico Anova, quando as substancias avaliadas
foram utilizadas na concentragcdo de 0,5g/l, houve diferenca significativa
positiva (p<0,05) no crescimento de Lactobacillus casei cultivado em meio
contendo Ab e Po em relacdo ao crescimento no meio controle. Os resultados
positivos apontam para percentuais de ativacdo do crescimento de L. casei,
ainda que em baixos valores (7,66% para Po e 5,39% para Ab). Ja os
polissacarideos extraidos dos respectivos fungos, PAb e PPo, nao
apresentaram efeitos estatisticamente significativos (p>0,05) sobre o
crescimento de L. casei quando utilizados nessa concentragao.

Quando as substancias avaliadas foram utilizadas na concentracéo final de
1,09/l observa-se que houve diferenca significativa positiva (p<0,05) entre as
absorbancias obtidas no cultivo controle e nos cultivos contendo Po e PPo
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indicando a ativacdo no crescimento de L. casei de 8,05% e 6,10%,
respectivamente. Os polissacarideos extraidos de A. blazei (PAb) néo
apresentaram efeito estatisticamente significativo (p>0,05) sobre o crescimento
de L. casei enquanto Ab inibiu o crescimento da bactéria em 14,64%.

Quando as substancias avaliadas foram utilizadas na concentracédo final de
2,09/l observou-se que apenas Po teve efeito sobre o crescimento de L. casei,
proporcionando uma ativacao de 7,57%. As demais substancias testadas ndo
apresentaram efeito estatisticamente significativo sobre o crescimento
bacteriano (p>0,05).

De um modo geral, Po ativa o crescimento de L. casei, independentemente
da concentracdo, considerando-se a faixa testada. O uso de 0,5 g/l de Ab
proporciona a ativacdo do crescimento de L. casei, mas o aumento da
concentracéo para 1g/l causa a inibicdo do crescimento do micro-organismo, o
gque ndo se repete quando a concentracdo € aumentada para 2g/l. Dos
polissacarideos extraidos, apenas PPo parece ter efeito sobre o crescimento
de L. casei, na concentragdo de 1g/l. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados obtidos com as trés
concentracdes de Po avaliadas, ndo caracterizando dose dependéncia.

Os resultados das absorbéancias obtidas com o crescimento de
Bifidobacterium lactis nos meios de cultivo na auséncia e na presenca das

substancias avaliadas estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Absorbancias obtidas com o crescimento de Bifidobacterium lactis nos
meios de cultivo na auséncia (controle) e na presenca das substancias Ab, PAb, Po e
PPo nas concentractes de 0,5; 1,0 e 2,0g/l. Os valores representam a média de
quintuplicatas + o erro padréo.

ABS (690 nm)

Substancia 0,5q/l 1,09/l 2,09/l

CAb 3,00 +0,05% 3,53 +0,09' 3,73 +0,13°
Ab 3,39 +0,14° 3,65 +0,26' 3,55 +0,12°
CPAb 2,91 +0,05° 3,37 +0,09' 3,40 +0,13°
PAb 2,86 +0,30¢ 3,76 +0,57¢ 3,76 +0,46°
CPo 2,98 +0,05° 3,47 +0,09' 3,60 +0,13¢
Po 3,19 +0,16' 3,31 +0,39™ 3,55 +0,249
CPPo 2,92 +0,05¢ 3,34 +0,09" 3,36 +0,13"
PPo 2,48 +0,15" 3,19 +0,18" 3,58 +0,16"

*CAb= Controle basidioma de A.blazei (Ab); CPAb= Controle polissacarideos
extraidos do basidioma de A.blazei (PAb); CPo= Controle basidioma de P. ostreatus
(Po) e CPPo= Controle polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus (PPo).
Letras iguais entre o controle e sua respectiva substancia representam valores sem
diferenca significativa, para cada concentracdo testada. Ndo h& diferenca significativa
entre as diferentes concentracoes.

Os resultados significativos (p<0,05) do efeito, percentual de
ativacao/inibicédo, das substancias avaliadas nas concentracdes de 0,5g/l, 1,0g/I
e 2,09/l sobre o crescimento celular de Bifidobacterium lactis estédo

apresentados na figura 6.
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Figura 6: Percentual de ativacao/inibicdo do crescimento celular de
Bifidobacterium lactis pelas substancias Ab, PAb, Po e PPo, nas concentragdes de
0,5;1,0/1e 2,09/l
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Quando utilizados na concentracao final de 0,5g/l, observou-se que Ab e Po
proporcionaram ativagdo do crescimento celular de B. lactis da ordem de
13,05% e 6,83%, respectivamente. J& os polissacarideos de P. ostreatus (PPo)
e A. blazei (PAb) apresentaram efeito inibitério sobre o crescimento de B. lactis
da ordem de 14,78% e 1,66%, respectivamente.

Os polissacarideos extraidos de A. blazei (PAb) utilizados na concentracédo
de 19/l ativaram o crescimento celular de B. lactis em 11,48% enquanto que a
mesma concentracdo de P. ostreatus (Po) inibiu o crescimento celular em
4,60%. Na concentracdo de 2g/l, nenhuma das substancias testadas
apresentou efeito significativo (p>0,05) sobre o crescimento de B. lactis.

Ab e PPo s6 causaram efeito sobre o crescimento de B. lactis (ativacdo e
inibicdo, respectivamente) na concentracdo de 0,5g/l. Os efeitos foram
eliminados com o aumento da concentracdo para 1 e 2g/l. Po e PADb
reverteram seus efeitos (ativacdo para inibicdo e inibicdo para ativacao,
respectivamente) com o aumento da concentracao de 0,5 para 1g/l. O aumento
da concentracdo para 2g/l ndo proporcionou efeito em nenhuma das
concentracdes, independete da substancia utilizada.

A reverséo dos efeitos de inibicdo para ativagdo do crescimento ou ativacéo

para inibicdo pode ser explicada pelo fato de n&o se estar trabalhando com
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substancias puras, cuja composicdo pode ser formada por inibidores e
ativadores cujos efeitos sdo dose dependentes. Assim, por exemplo, em uma
baixa concentragéo, o efeito inibitério de uma determinada substancia presente
no basidioma ou nos polissacarideos extraidos do basidioma poderia ser
observado, mas, aumentando-se a concentracdo, outra substancia com
potencial ativador poderia apresentar seus efeitos, eliminando o efeito inibitorio
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 acao 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 meétodo in vitro. Os autores utilizaram um meio
contendo 2,79 (30%) e 5,69 (60%) de farelo de aveia, adicionados de 10 ml de
fermentado de Lactobacillus rhamnosus (10x10° UFC). Os experimentos
mostraram que o0 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 producao
de estimulantes de Lactobacillus GG, enquanto a alimentacédo 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 nao 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-glucanos (ANDERSSON
e BORJESDOTTER, 2011) semelhantes aqueles encontrados na parede
celular de basidiomicetos.

Su et al. (2007) avaliaram o efeito da adicéo de 1,5% de onze diferentes
carboidratos comerciais compostos de fruto-oligossacarideos (FOS), inulina,
arabinogalactana, oligossacarideos de soja (SOS), beta-glucanos (hidrolisado
de cevada e concentrado), rafinose e glicose (controle positivo) ao meio de

cultivo das bactérias probidticas Lactobacillus acidophilus (L10),
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Bifidobacterium animalis lactis (B94) e Lactobacillus casei (L26). Os autores
relatam que B94 alcancou moderado crescimento em realacéo ao controle (DO
= 1,5) quando beta-glucano foi utilizado. L26 teve um baixo crescimento
(DO=1,0) quando o concentrado de beta-glucana foi utlizado, justificado pela
baixa solubilidade desse composto no meio de cultivo.

Synytsya et al. (2009) avaliaram o efeito prebiotico de fracbes solaveis
em agua (L1) e em Alcali (L2) contendo polissacarideos, principalmente (-
glucanas e a-glucanas, extraidos de Pleurotus ostreatus e de Pleurotus eryngii
sobre nove linhagens diferentes de Lactobacillus, Bifidobacterium e
Enterococcus. Os resultados mostraram que, ha maioria dos casos, 0s extratos
de P. ostreatus e P. eryngii proporcionam crescimento bacteriano de
Lactobacillus, sendo que a maxima ativacéo 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%, e uma cepa teve seu crescimento
ligeiramente inibido com maior concentragdo dos extratos, cerca de 85% com a
utilizacdo de L1 de P. ostreatus. Os autores concluem que estes probioticos
apresentam caracteristicas diferentes de crescimento dependendo do extrato
utilizado e da especificidade de cada cepa, devido a presenca de compostos
estruturalmente diversos.

De acordo com os resultados in vitro deste trabalho bem como os de
outros autores mencionados na discussdo verifica-se que as bactérias
avaliadas (L. casei e B. lactis) apresentaram comportamentos diferentes de
crescimento na presenca das substancias avaliadas. Sendo assim, o0s
basidiomas de A. blazei e P. ostreatus e seus polissacarideos podem ter
funcdo tanto prebidtica como antimicrobiana, dependendo da dosagem, da
cepa probidtica selecionada e do meio de cultivo (substrato) onde os corpos

frutiferos foram cultivados.
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5.2 Avaliacdo do efeito do basidioma e dos polissacarideos obtidos do
basidioma sobre o crescimento de Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp in

Vivo.

O efeito do basidioma de A.blazei (Ab), dos polissacarideos extraidos do
basidioma de A.blazei (PAb), sobre os microrganismos avaliados foi verificado
guando os valores de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) das substancias
testadas se apresentaram estatisticamente diferentes dos valores de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) dos controles.

Os resultados do efeito de Ab e PAb nas concentracfes de 1,0 mg/kg; 10
mg/kg e 30mg/kg sobre o crescimento celular de Lactobacillus spp estéo

apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Crescimento celular de Lactobacillus spp presentes na microbiota
intestinal de camundongos alimentados com basidiomas desidratados de A. blazei
(Ab) e polissacarideos extraidos do basidioma de A. blazei (PAb) nas concentracdes
de 1,0 mg/kg; 10 mg/kg e 30mg/kg. Os valores representam a média de triplicatas £ o
erro padrao

SUBSTANCIAS UFC/g de fezes

1,0 mg/kg 10,0 mg/kg 30,0 mg/kg
Controle 41,2 + 18,4 41,2 + 18,4 41,2 +18,4°
Ab 105,3 +59,62 109,1 +47,4° 4,3 0,8°
PADb 13,6 £ 4,2° 207 + 100° 359,3 + 80,0°

Letras iguais entre o controle e sua respectiva substancia representam valores
sem diferenga significativa, para cada concentracdo testada. Nao ha diferenca
significativa entre as diferentes concentracoes.

De acordo com o teste estatistico Anova, os resultados positivos (p<0,05)
apontam para a ativacdo do crescimento de lactobacilos na concentracdo de
30mg/kg (772%). As demais dosagens, tanto de Ab quanto de PAb nao
apresentaram efeitos significativos (p>0,05) sobre o crescimento de
Lactobacillus spp.

A figura 7 apresenta o efeito (percentual de ativacdo) da substancia
avaliada na concentragédo de 30mg/kg para PAb sobre o crescimento celular de

Lactobacillus spp.
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Figura 7: Percentual de ativacdo do crescimento celular de
Lactobacillus spp presentes na microbiota intestinal de camundongos alimentados
com polissacarideos extraidos do basidioma de A. blazei (PAb) na concentracdo de
30mg/kg.
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Os resultados mostram que as doses mais baixas de PAb (1 e 10 mg/kg)
nao foram suficientes para causar um efeito significativo sobre a microbiota
intestinal dos camundongos. Avaliando a auséncia de efeito de Ab (basidioma
de A. blazei) e considerando o rendimento de 0,06g de acUcar redutor por
grama de corpo frutifero (dados ndo apresentados) € possivel concluir que as
concentracfes testadas desta substancia ndo continham polissacarideos em
guantidade suficiente para causar efeito de inibicdo ou ativacdo da microbiota.

O efeito de Ab e PAb nas concentragdes de 1,0 mg/kg; 10 mg/kg e 30mg/kg
sobre o crescimento celular de Bifidobacterium spp estdo apresentados na
tabela 5.
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Tabela 5: Crescimento celular de Bifidobacterium spp presentes na microbiota
intestinal de camundongos alimentados com basidiomas desidratados de A. blazei
(Ab) e polissacarideos extraidos do basidioma de A. blazei (PAb) nas concentracdes
de 1,0 mg/kg; 10 mg/kg e 30mg/kg. Os valores representam a média de triplicatas £ o
erro padrao

SUBSTANCIAS UFC/g de fezes

1,0 mg/kg 10,0 mg/kg 30,0 mg/kg
Controle 5,16 +3,2° 5,16 +3,2° 5,16 +3,2°
Ab 14,4 +8,4° 42,4 #13,0° 13,6 +6,8°
PAb 62,8 +52,6° 173,6 +126,4° 24,2 +13,8°

Letras iguais entre o0 controle e sua respectiva substancia representam valores
sem diferenga significativa, para cada concentracdo testada. Nao ha diferenca
significativa entre as diferentes concentracoes.

De acordo com o teste estatistico Anova, nenhuma das dosagens, tanto de
Ab quanto de PAb apresentaram efeitos significativos (p>0,05) sobre o
crescimento de Bifidobacterium spp.

A partir dos dados obtidos no presente estudo, observa-se crescimento
bacteriano significativo somente para Lactobacillus spp quando PAb é utilizado
em sua maior dose, entretanto, alguns autores reportam a atividade prebidtica
do género Agaricus em estudo in vivo tanto para lactobacilos quanto para
bifidobactérias.

Giannenas et al. (2010) avaliaram a morfologia e a populacédo de bactérias
intestinais em aves alimentadas por seis semanas com diferentes quantidades
do cogumelo Agaricus bisporus. Os resultados mostraram que a dieta a base
de cogumelos nao afetou significativamente a morfologia intestinal e, em geral,
aumentou a populacédo de Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp em relacéo
a dieta controle (sem cogumelos), sugerindo um efeito benéfico de Agaricus
bisporus sobre a saude intestinal de frangos de granja.

Em outro estudo, Giannenas et al. (2011) concluiram que a dieta com
Agaricus bisporus causou aumento das bactérias benéficas da microbiota
intestinal - Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp. A dose de inclusdo na dieta
foi de 0; 10 ou 20 g/kg do cogumelo seco, e foi consumida como parte da
alimentacdo habitual dos animais. Verificou-se que a suplementacéo dietética

com A. bisporus em dose de 20g/kg aumentaram o numero de Lactobacillus
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spp do ileo e Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp no ceco. Destaca-se que
a dose utilisada por este autor foi extremamente superior a dose utilizada
nesse trabalho.

Os resultados do efeito de Po e PPo nas concentragdes de 1,0 mg/kg; 10
mg/kg e 30mg/kg sobre o crescimento celular de Lactobacillus spp estéo

apresentados na tabela 6.

Tabela 6: Crescimento celular de Lactobacillus spp presentes na microbiota
intestinal de camundongos alimentados com basidiomas desidratados de P. ostreatus
(Po) e polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus (PPo) nas
concentracdes de 1,0 mg/kg; 10 mg/kg e 30mg/kg. Os valores representam a média de
triplicatas £ o erro padrao

SUBSTANCIAS UFC/g de fezes

1,0 mg/kg 10,0 mg/kg 30,0 mg/kg
Controle 41,2 +18,4% 41,2 +18,4° 41,2 +18,4°
Po 18,7 +12,0% 214,6 +91,3° 184 £119,9°
PPo 68,2 +31,2% 326,1 +148,7" 300 +27,0°

Letras iguais entre o0 controle e sua respectiva substancia representam valores
sem diferenca significativa, para cada concentracdo testada. Nao ha diferenca
significativa entre as diferentes concentracoes.

De acordo com o teste estatistico Anova, os resultados positivos (p<0,05)
apontam para ativacdo do crescimento de Lactobacillus spp pela substancia
PPo na concentracdo de 30mg/kg (628%). As demais dosagens, tanto de Po
quanto de PPo ndo apresentaram efeitos significativos (p>0,05) sobre o
crescimento de Lactobacillus spp.

A figura 8 apresenta o efeito (percentual de ativacdo) da substancia
avaliada na concentracdo de 30mg/kg para PPo sobre o crescimento celular de
Lactobacillus spp.
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Figura 8: Percentual de ativacdo do crescimento celular de
Lactobacillus spp presentes na microbiota intestinal de camundongos alimentados
com polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus (PPo) na concentracdo de
30mg/kg

628%

700%

600% 1

500% 1

200% 1+~
300%
200% +

% de ativacao do crescimento celular

100% +~
0%

PPo 30mg/Kg

Os resultados do efeito de Po e PPo nas concentragdes de 1,0 mg/kg; 10
mg/kg e 30mg/kg sobre o crescimento celular de Bifidobacterium spp estéo

apresentados na tabela 7.

Tabela 7: Crescimento celular de Bifidobacterium spp presentes na microbiota
intestinal de camundongos alimentados com basidiomas desidratados de P. ostreatus
(Po) e polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus (PPo) nas
concentracdes de 1,0 mg/kg; 10 mg/kg e 30mg/kg. Os valores representam a média de
triplicatas + o erro padrao.

SUBSTANCIAS UFC/g de fezes

1,0 mg/kg 10,0 mg/kg 30,0 mg/kg
Controle 5,16 +3,242 5,16 +3,24" 5,16 +3,24°
Po 9,5 +4,8° 302 +216,5" 276,2 +232,9°
PPo 24,9 +18,8° 24,7 +1,22° 35,4 +12,2°

Letras iguais entre o0 controle e sua respectiva substancia representam valores
sem diferenga significativa, para cada concentracdo testada. Nao ha diferenca
significativa entre as diferentes concentracoes.

De acordo com o teste estatistico Anova, os resultados positivos (p<0,05)
apontam para a ativacdo do crescimento de Bifidobacterium spp (378%)

somente na concentracdo da substdncia PPo de 10mg/kg. As demais
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dosagens, tanto de Po quanto de PPo nao apresentaram efeitos significativos
(p>0,05)sobre o crescimento de Bifidobacterium spp.

A figura 9 apresenta o efeito (percentual de ativagdo) das substancias
avaliadas na concentracdo de 10mg/kg para PPo sobre o crescimento celular
de B. lactis.

Figura 9: Percentual de ativacéo do crescimento celular de
Bifidobacterium spp presentes na microbiota intestinal de camundongos
alimentados com polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus (PPo) na
concentracdo de 10mg/kg
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Considerando os efeitos obtidos, observa-se que somente polissacarideos
extraidos da biomassa de P. ostreatus (PPo) em dosagens a partir de 10 mg/kg
foram capazes de promover o crescimento de bactérias probidticas na
microbiota intestinal dos camundongos. Observa-se, portanto que o potencial
prebiotico de P. ostreatus se da devido a presenca dos polissacarideos.

Yang et al. (2008) demonstraram os efeitos de mananoligossacarideos
(MOS) sobre o crescimento, digestibilidade de nutrientes e microbiota intestinal
de aves receberam uma dieta baseada em sorgo de trigo. Dois niveis de MOS
(1 e 2 g/kg) foram incluidos na dieta e uma reducdo na populagdo de
Lactobacillus spp e coliformes no ileo e ceco foi observada. A adicdo de MOS
tende a reduzir a carga de coliformes e lactobacilos na mucosa do intestino. Os

resultados dos pesquisadores sdo contrarios aos encontrados nessa pesquisa,
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onde tanto Lactobacillus spp quanto Bifidobacterium spp foram estimulados na
presenca de polissacarideos de P. ostreatus.

Assim como no presente estudo, outros pesquisadores relataram o
crescimento de Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp em animais
suplementados com diferentes polissacarideos. De acordo com Gibson (2005),
devido a sua estrutura quimica, oligossacarideos séo substratos que sé podem
ser consumidos por um numero limitado de bactérias, estimulando assim, o seu
crescimento, e, entre o grupo de bactérias presentes no trato gastrintestinal, as
bifidobactérias e os lactobacilos sdo o0s que utilizam a maioria dos
oligossacarideos capazes de afetar beneficamente a saide do hospedeiro.

As respostas biolégicas na nutricdo animal, quanto a utilizacdo de
substancias prebibticas, nem sempre sdo comprovadas, e isso pode estar
relacionado com a composicao quimica de outros ingredientes da dieta, com a
dosagem adicionada, com a adaptacdo e a seletividade da microbiota ao
prebiodtico, e também, ao nivel de estresse do animal (SILVA e NORNBERG,
2003).

A Tabela 8 apresenta uma visdo geral dos resultados obtidos nesse

trabalho com os experimentos in vitro e in vivo.
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Tabela 8: Sintese dos resultados do efeito de ativacdo/inibicdo das substancias
testadas nesse trabalho sobre o crescimento de Lactobacilos e Bifidobactérias obtidos

nos experimentos in vitro e in vivo.

In vivo
Lactobacillus spp
Substancia Po Po Po PPo PPo PPo Ab Ab Ab PAb PAb PAb
Concentragao 1 10 30 1 10 30 1 10 30 1 10 30
(mg/ke)
%ativagdo/inibicdo - - - - - 628 - - - - - 772
In vitro
Lactobacillus casei
Substancia Po Po Po PPo PPo PPo Ab Ab Ab PAb PAb PAb
Concentracdo g/l 0,5 1 2 0,5 1 2 0,5 1 2 0,5 1 2
%ativagdo/inibi¢do 7,66 8,05 7,57 - 6,10 - 5,39 -14,64 - - - -
In vivo
Bifidubacterium spp
Substancia Po Po Po PPo PPo PPo Ab Ab Ab PAb PADb PAb
Concentragao 1 10 30 1 10 30 1 10 30 1 10 30
(mg/ke)
%ativagdo/inibi¢do - - - - 378% - - - - - - -
In vitro
Bifidubacterium lactis
Substancia Po Po Po PPo PPo PPo Ab Ab Ab PAb PAb PAb
Concentragdo g/ | 0,5 1 2 0,5 1 2 0,5 1 2 0,5 1 2
%ativagdo/inibi¢do 6,83 -4,60 - -14,78 - - 13,05 - - -1,66 11,48 -

Embora os basidiomas desidratados de P. ostreatus (Po) tenham
produzido um aumento no crescimento (em média 7,76%) de L. casei in vitro,
nenhum estimulo do crescimento de Lactobacillus spp presentes na microbiota
de camundongos foi percebido. Apesar das bactérias do género Lactobacillus
presentes na microbiota intestinal de camundongos tenham tido seu
crescimento estimulado (628%) na maior dosagem dos polissacarideos
extraidos do basidioma de P. ostreatus (PPo) avaliada (30 mg/kg), L. casei teve
0 seu crescimento estimulado (6,10%) na presenca dessa substancia in vitro

Os basidiomas de A. blazei (Ab) ndo apresentaram nenhum efeito sobre
Lactobacillus spp presentes na microbiota de camundongos. No entanto, esta
substancia mostrou-se bioativa estimulando o crescimento de L. casei in vitro
(5,39%) quando 0,5 g/l foi utilizado e inibindo o crescimento desse micro-

organismo (14,64%) quando 1 g/l foi utilizado.
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Os polissacarideos extraidos do basidioma de A. blazei (PAb)
mostraram atividade biolégica estimulando em 772% o crescimento dos
Lactobacillus spp da microbiota dos camundongos. No entanto, nenhum efeito
foi percebido quando essa substancia foi utilizada no cultivo de L. casei in vitro.

O basidioma desidratado de P. ostreatus (Po) ativou o crescimento de
B.lactis in vitro (6,83%) na concentracdo de 0,5 g/l. No entanto, o aumento da
concentragdo para 1 g/l proporcionou inibicdo (4,60%) do crescimento deste
micro-organismo. Nenhuma atividade significativa desta substancia foi
observada nos experimentos in vivo.

Embora os polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus
(PPo) tenham estimulado em 378% o crescimento de Bifidobacterium spp da
microbiota de camundongos, o mesmo inibiu o crescimento de B. lactis
(14,78%) quando testado na concentracdo 0,5 g/l in vitro. Os basidiomas de
A. blazei (Ab) apresentaram efeito sobre o crescimento de B. lactis somente
nos testes in vitro (13,05%), na concentracdo de 0,5 g/l. Os polissacarideos
extraidos do basidioma de A. blazei (PAb) proporcionaram pequena inibicdo
do crescimento de B. lactis in vitro com 0,5 g/l, e estimularam o crescimento
deste micro-organismo em 11,48% quando a concentracdo aumentou para 1

g/l. Entretanto, nenhum efeito foi observado nos testes in vivo.



6. CONCLUSOES

A partir dos testes in vitro, sugere-se que polissacarideos do basidioma de P.
ostreatus (PPo) apresentam potencial prebidtico e basidiomas de P. ostreatus
(Po) podem atuar tanto como prebidticos e como antimicrobianos. O uso de
basidiomas (Ab) e polissacarideos extraidos do basidioma de A. blazei (PAD)
tem potencial tanto prebiético como antimicrobiano quando avaliados nos
testes in vitro.

Os resultados apontam para um possivel potencial prebidtico de
polissacarideos extraidos dos basidiomas de A. blazei, bem como, demonstram
potencial prebidtico de polissacarideos extraidos do basidioma de P. ostreatus

nos testes in vivo.
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7. PERSPECTIVAS

e Ampliar a faixa de concentracédo das substancias testadas in vitro;

e Aumentar a dosagem de administracdo das substancias testadas in vivo;

e Caracterizar as substancias bioativas encontradas nos extratos testados;

e Avaliar o efeito das substancias testadas sobre outros micro-organismos
da microbiota intestinal;

e Avaliar o efeito do micélio fungico in vitro e in vivo.
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