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1. INTRODUCAO

A procura por compostos biolégicos naturais capazes de contribuir para o
tratamento de infec¢des encontra-se em constante avango. O motivo é o aumento
do numero de casos de resisténcia antimicrobiana desencadeada pelo uso
descontrolado de agentes antimicrobianos, o que gera custos médicos elevados
devido a hospitalizacdo prolongada, além do aumento da mortalidade. Ja é
relatado na literatura casos de resisténcia de Candida spp. frente a alguns
antifangicos (WHALEY et al., 2017). Na sua patogenia, essas leveduras utilizam
diversos mecanismos de patogenicidade para colonizar as células epiteliais,
mutliplicar-se, causar a doenca e manifestar-se clinicamente na forma de
candidiase oral. E dentre esses mecanismos ou fatores de viruléncia, destaca-se
a producédo de enzimas extracelulares, como as proteinases e fosfolipases (BACH
et al., 2017).

Cogumelos medicinais, especialmente os pertencentes a basidiomicetos
superiores, como carvalho (Lentinula edodes) e cogumelos ostra (espécies de
Pleurotus), destacam-se como importantes reservatérios de compostos bioativos
com multiplas propriedades terapéuticas (AL-BAHRANI et al., 2017).

Diante do exposto, percebe-se 0 quao necessaria € a investigacdo das
propriedades farmacolégicas de produtos naturais, incluindo os cogumelos
disponiveis nos biomas brasileiros, para possivel uso como terapia complementar
aos medicamentos alopaticos. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
atividade antifangica e a inibicdo da producdo de exoenzimas (proteinase e
fosfolipase) por Candida spp apds exposicdo aos extratos aquosos de Lentinula
edodes (SHI), Pleurotus pulmonarius (PUL) e Pleurotus sajor-caju (PSC).

2. METODOLOGIA

2.1 CondigOes de cultura dos cogumelos e preparo dos extratos filtrados

Os cogumelos foram cultivados no Laboratorio de Micologia (Departamento
de Microbiologia e Parasitologia, IB, UFPel). ApGs serem coletados para extracao,
os basidiomicetos foram lavados e entdo levados a estufa, onde permaneceram
por 15 dias a 35 °C para desidratagéo dos basidiomas para posterior extragao.

ApoOs secos, os cogumelos foram moidos por um minuto (50 g de cogumelos
/ 1 L de agua destilada). A mistura resultante foi refrigerada a 4 °C por 24 h,
filtrada e centrifugada a 5000 g a 4 °C por 1 h. O sobrenadante foi filtrado com
papel filtro Whatman n° 1 e membranas de acetato de celulose de 0.45 e 0.25
micrémetros em condicdes assépticas. Apos filtrados, os extratos aquosos foram
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testados nas microdiluicbes 1:1, 1:2 e 1:4 em meio Sabouraud Desxtrose Agar
(SDA).

2.2 Exposicao das amostras de Candida aos extratos filtrados

Foram coletadas, com swabs estéreis, amostras de Candida spp. do palato
de individuos com estomatite protetica para avaliar a atividade antimicrobiana e
de inibicdo da producédo extracelular das enzimas fosfolipase e proteinase pelos
extratos aquosos Lentinula edodes (SHI), Pleurotus pulmonarius (PUL) e
Pleurotus sajor-caju (PSC). As 81 amostras foram coletadas e semeadas em meio
SDA com 0.2 mg / mL de cloranfenicol e incubadas a 37 °C por 48 h.

Apos o isolamento das leveduras, a identificacdo foi realizada através da
seguinte sequéncia: andlise macromorfolégica das colénias e analise
micromorfologica apos fixacdo das colonias e coloracdo de Gram, em microscopio
de lux (100x). Apés, foi realizado um teste microcultivo em agar de fuba, que
também permite o estudo micromorfolégico, através da visualizacdo de
clamidoconideos, hifas e pseudohifas, Por udltimo, foi concuida a identificagdo
presuntiva das amostras de Candida spp. por meio de crescimento em
CHROMagar Candida (PROBAC DO BRASIL Produtos bacteriologicos Ltda., S&o
Paulo, Brasil).

Adaptando a metodologia M27 A3 do “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI), os extratos aquosos das espécies de cogumelos foram
previamente testados puros e diluidos (50%) através da técnica de microdiluicao
em caldo, onde foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) desses
extratos. O antifugigrama foi realizado com os extratos nas diluicbes 1:2 e 1:4
contra C. sake, C. albicans, C. parapsilosis e C. globosa. Para esse teste, foram
utiizadas apenas 11 amostras representativas das diferentes espécies de
levedura coletadas do ambiente bucal.

2.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana e de inibicdo da producdo de
exoenzimas por Candida spp.

A atividade antimicrobiana foi determinada pela suscetibilidade dos isolados
aos trés extratos aquosos, expressa pela concentragdo inibitéria minima (CIM)
definida como a menor concentracdo capaz de inibir em 50% o0 crescimento
fungico, através do teste de microdiluicdo em caldo adaptado da metodologia M27
A2 do CLSI. O teste foi realizado em microplacas de 96 pocos de fundo chato, e
as diluicbes seriadas dos extratos aquosos foram preparadas em intervalos de
0,0625-32 e 0,125-64.

Para avaliar a atividade de ambas enzimas (fosfolipase e proteinase) em
meio agar, as amostras de C. albicans foram testadas em triplicata. O meio
utilizado para o ensaio da proteinase foi o SDA contendo 57.3 g de cloreto de
calcio e 100 mL de gema de ovo enriquecida e estéril por litro de agua destilada.
O meio utilizado para o ensaio da fosfolipase foi o Agar BSA (albumina sérica
bovina), contendo 5 g de BSA, 1.45 g de YNB (base de nitrogénio de levedura),
20 g de glicose e 20 g de Agar-Agar por litro de agua destilada.

Todas as amostras de leveduras foram cultivadas em SDA 4% por 24 h. Em
seguida, foram diluidas em agua destilada e ajustadas a turbidez correspondente
a daescala 0.5 de McFarland. 20 pl da suspensao de cada amostra de levedura
foram aplicados nos meios agar para os ensaios. As placas foram incubadas a 37
°C por 72h. A atividade enzimatica foi determinada pela formacdo de um halo ao
redor da colbnia de leveduras (Zp), que € mensurado e calculado pela razéo do
diametro da colonia pelo diametro da coldnia + zona de precipitacdo, de acordo
com o meétodo descrito por Price et al. (1982). Logo, os valores obtidos
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determinaram o grau de atividade enzimatica de C. albicans ap0s exposicao as
diferentes diluicdes dos extratps das espécies testadas, conforme segue: alta
atividade (valores inferiores a 0.63), baixa atividade (valores entre 0.99 a 0.64) e
nenhuma atividade (valores iguais a 1.00)

2.4 Anédlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados por meio do teste t de Student e
ANOVA, utilizando, para ambos, o software estatistico SigmaStat 3.5 e um valor
de p <0,05 para interpretar as diferencas estatisticas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a leitura dos resultados, foi observado que houve atividade
antimicrobiana referente a cepa C. parapsilosis, j& que esta mostrou-se sensivel
aos extratos de SHI na diluicdo 1:2, e para PUL, PSC e SHI na diluicdo 1:4. Assim
como a cepa C. globosa, que foi sensivel ao SHI nas diluicbes 1:2 e 1:4 e ao PUL
na diluicdo 1:2. Outro espécime de C. globosa foi sensivel apenas ao PSC na
diluicdo 1:2. Ja C. sake e C. albicans ndo mostraram sensibilidade a nenhum dos
trés extratos em qualquer diluicao.

De um total de 81 cepas isoladas das coletas microbiol6gicas, a maioria foi
identificada como C. albicans (n=70). Todas as amostras de C. albicans
apresentaram altos niveis de producédo de proteinase, com valores de Zp entre
0.167 e 0.581. Enquanto isso, a producédo de fosfolipase foi observada em 55
cepas de C. albicans, com valores de Zp entre 0.422 e 0.905. As 11 cepas néo-
albicans também mostraram altos niveis de producéo de proteinase, com valores
de Zp entre 0.271 e 0.391. A producéo de fosfolipase foi observada em apenas 4
cepas nado-albicans (2 parapsilosis, 1 lipolytica e 1 tropicalis). Os valores médios
de producdo de fosfolipase e proteinase, de acordo com as espécies, sao
mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores médios de producdo de proteinase e fosfolipase (Zp)
(médiatDP).

Espécies

Producao de proteinase
(Zp) (médiazDP)

Producadode fosfolipase
(Zp) (médiatDP)

C. albicans (n=70)
C. parapsilosis (n=5)
C. lipolytica (n=2)
C. guilliermondii (n=2)
C. glabrata (n=1)
C. tropicalis (n=1)

0,327+0,083
0,272+0,037
0,325+0,065
0,331+0,039
0,342+0,016
0,246+0,025

0,663+0,118
0,756+0,036
0,743+0,050

0,663+0,015

A busca por antimicrobianos naturais vem crescendo significativamente. Um

estudo demonstrou a sensibilidade de espécies Bacillus subtilis quando expostas
ao meio de fermentacdo do micélo de P. ostreatus (AL-BAHRANI et al., 2017).
Ainda, um outro estudo realizado na Nigéria mostrou que as leveduras C. albicans
e C. neoformans foram sensiveis aos extratos dos cogumelos L. subnidus e
Lenzites sp. mesmo quando expostas as concentragbes mais baixas
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(MUSZYNSKA et al., 2017). A acdo antimicrobiana é devida & producdo, por
algumas espécies de cogumelos, de alguns antibioticos, como a pleurotina (BACH
et al., 2017).

Ainda que atividade antimicrobiana evidenciada nos resultados
demonstrados, mostra-se promissora no combate a resisténcia a antibioticos,
podem haver limitacbes devem ser evidenciadas: baixa disponibilidade e alto
custo dos cogumelos em decorréncia de sua baixa producédo. Por isso, a
aplicacdo desses compostos no combate as infec¢des, requer, ainda, maiores
estudos envolvendo a identificacdo, caracterizacdo, selecdo, sintese de tais
compostos, bem como seu mecanismo de acado, para que sejam utilizados em
aplicacao clinica.

4. CONCLUSOES

Com base nas metodologias empregadas, conclui-se que 0s extratos
aguosos dos cogumelos testados apresentaram atividade antimicrobiana apenas
frente as cepas de Candida ndo-albicans, com excecao de C. sake (n&o-albicans).
Além disso, a breve exposi¢cado das amostras de Candida spp. aos extratos nao foi
capaz de inibir a producdo de proteinases pelas leveduras. No entanto, observa-
se a inibicdo da producao de fosfolipase em algumas espécies de Candida néo-
albicans.
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