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APRESENTAGAO

Micologia é o estudo de microrganismos eucariontes que possuem parede celular
rigida, membrana e organelas, apresentando aspectos leveduriformes e/ou filamentos
morfolégicamente. Trata-se, portanto, de uma area de estudo ampla que atrai diversos
pesquisadores em diferentes campos cientificos, tecnoldgicos e industriais.

Sabemos que os fungos sdao microrganismos que possuem uma diversidade de
caracteristicas unicas que refletem em seu modo de vida, nas suas interagcdes e na
sua aplicabilidade. A grande maioria das espécies fugicas ainda é um vasto campo de
estudo para os micologistas, assim como suas caracteristicas individuais e formas de
desenvolvimento no ambiente ou no hospedeiro

O Brasil € uma referéncia em se tratando de estudos em micologia, principalmente
na subarea que denominamos micologia médica, tanto pelos pesquisadores precursores
quanto pela nova geragcdo armada com as evolugdes biotecnoldgicas e moleculares. O
uso de estratégias biotecnoldgicas tem sido primordial na pesquisa com fungos. A vasta
diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente associada a estudos de
aplicacdes biotecnolégicas, como no campo ambiental, farmacéutico, industrial, agricola,
alimenticio, gen6mico dentre outros.

E um privilégio organizar e compartilhar conhecimento na obra “Micologia: fungos
e/ou seus metabodlitos como objeto de estudo” publicada pela editora Atena, por se tratar
de um material extremamente interessante e muito bem produzido por seus autores
gue evidencia essa area tao importante. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja apenas o inicio e que desperte o interesse dos académicos atraindo
pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacdo em novos volumes
com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 1

A DISSEMINACAO DA ESPOROTRICOSE ZOONOTICA
PELO BRASIL E PELO NORDESTE BRASILEIRO: UMA

Data de aceite: 01/06/2020
Data de submissdo: 23/04/2020

Jayane Omena de Oliveira
Universidade Federal de Alagoas Macei6 —
Alagoas

http://lattes.cnpq.br/9310170533694308

Lais Nicolly Ribeiro da Silva
Universidade Federal de Alagoas Maceio -
Alagoas

http://lattes.cnpq.br/7328503872503669

Davi Porfirio da Silva
Universidade Federal de Alagoas Maceio -
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Rodrigo José Nunes Calumby
Universidade Federal de Alagoas Maceio -
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RESUMO: A esporotricose é uma micose
subcutanea que, classicamente, esta associada
a inoculagao traumatica do fungo, o Sporothrix
schenckii, na pele. No entanto, desde a década
de 1990, no Brasil, ocorrem surtos da doenga

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo

REVISAO INTEGRATIVA

por transmissdo zoonética, envolvendo,
principalmente, os felinos domésticos. A datar
desta época, a epidemia da doenca cresceu pelo
territorio brasileiro, atingindo, inclusive, a regiao
Nordeste. Este trabalho teve o objetivo de avaliar
a producéo cientifica sobre a disseminacao da
esporotricose no Brasil e no Nordeste. Trata-
se de um estudo bibliografico, descritivo, tipo
revisdo integrativa, com busca de artigos entre
0s meses de agosto a setembro de 2019, nas
bases de dados LILACS e MEDLINE, através da
BVS e na SciELO, utilizando-se os descritores
em Ciéncias da Saude Esporotricose, Gatos e
Brasil. Dos oitenta e nove artigos resgatados,
incluiram-se dezesseis estudos, publicados
entre os anos de 2001 a 2019. As publicagbes
incluidas tiveram como objetivo analisar,
descrever e relatar sobre a disseminacéo da
esporotricose por transmissdo zoonética no
Brasil e em algum estado do nordeste brasileiro.
Evidencia-se que a esporotricose € uma doenca
gue esta presente em todo o territorio nacional,
embora seja perceptivel a baixa quantidade de
informacdes sobre casos de esporotricose no
nordeste brasileiro.

PALAVRAS-CHAVE:

domeésticos; Transmissao zoonbtica; Nordeste

Esporotricose; Gatos

brasileiro.
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THE DISSEMINATION OF ZOONOTIC SPOROTRICOSIS IN BRAZIL AND NORTHEAST
BRAZIL: AN INTEGRATIVE REVIEW

ABSTRACT: Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis that, classically, is associated with
traumatic inoculation of the fungus, Sporothrix schenckii, on the skin. However, since the 1990s,
in Brazil, outbreaks of the disease by zoonotic transmission have occurred, mainly involving
domestic cats. As of this time, the epidemic of the disease has grown throughout Brazil,
reaching even the Northeast region. This work aimed to evaluate the scientific production on
the spread of sporotrichosis in Brazil and in the Northeast. This is a bibliographic, descriptive,
integrative review type study, with a search for articles between the months of August and
September 2019, in the LILACS and MEDLINE databases, through the BVS and SciELO,
using the descriptors in Sciences Health Sporotrichosis, Cats and Brazil. Of the eighty-nine
articles retrieved, sixteen studies were included, published between 2001 and 2019. The
publications included were aimed at analyzing, describing and reporting on the spread of
sporotrichosis by zoonotic transmission in Brazil and in some state in the northeast of Brazil
. It is evident that sporotrichosis is a disease that is present throughout the national territory,
although the low amount of information on sporotrichosis cases in northeastern Brazil is
noticeable.

KEYWORDS: Sporotrichosis; Domestic cats; Zoonotic transmission; Brazilian Northeast.

11 INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutdnea de carater zoondtico que vem se
disseminando pelo Brasil ao longo dos anos. E causada por um complexo de espécies
de fungos saproéfitas, denominado complexo Sporothrix schenckii, que crescem no solo,
em espinhos, vegetacdo em decomposicédo e em cascas de arvores (MARQUES-MELO
et al., 2014; SILVA et al., 2015; MONTEIRO; TANENO; NEVES, 2008; XAVIER et al.,
2004; FALCAO et al., 2019; NOBRE et al,. 2002; BARROS et al., 2001).Dessa forma,
jardineiros, agricultores e horticultores estdo mais sujeitos a adquirirem a doenca
devido a maior exposi¢céo e contato com o solo (SILVA et al.,2015;BARROS et al., 2001;
LARSSON, 2011; SILVA et al., 2012; BARROS et al., 2008; MONTENEGRO et al,. 2014;
BARROS et al, 2004), além de animais como os felinos, que devido ao seu habito de
cavar, enterrar suas excretas no solo, afiar suas unhas e sua relagcdo conflituosa com
outros gatos, tornam-se potencialmente mais acometidos pela micose(MARQUES-MELO
et al., 2014; LARSSON, 2011; GALATI et al., 2017).

Nessa perspectiva, apds a infeccao do animal, ha o aparecimento de lesdes
ulceradas na pele com a presenca de exsudato rico em carga fungica, sendo essa a
principal caracteristica da esporotricose no felino, transformando- o num importante
meio de transmissédo zoondética da doenca a outros animais, como o proprio ser humano
(MARQUES-MELO et al., 2014; SILVA et al., 2015; XAVIER et al., 2004; BARROS et
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al., 2001;LARSSON, 2011; BARROS et al., 2008;MONTENEGRO et al,. 2014; BARROS
et al., 2004; GALATI et al., 2017). Desse modo, apdés a mordedura ou arranhadura do
felino contaminado, pode- se desenvolver dois tipos de lesbes caracteristicas, a saber: as
lesdes cutaneas, que podem permanecer fixas no local de entrada do fungo, acompanhar
o trajeto dos vasos linfaticos adjacentes ou ainda surgir em locais diferentes do corpo; e
a forma extra-cutanea, que acomete especialmente o pulmao (LARSSON, 2011; SILVA et
al., 2015).

Classicamente, a transmissao da esporotricose esta associada a inoculagéo traumatica
do fungo na pele (MARQUES-MELO et al., 2014;BARROS et al., 2001;BARROS et al.,
2008). No entanto, nos ultimos anos, € possivel observar um crescimento de surtos de
esporotricose pela transmissao zoonética, em especial no Brasil (MONTEIRO; TANENO;
NEVES, 2008;FALCAO et al., 2019; BARROS et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013).

Dessa forma, em alguns estados brasileiros, como no Rio de Janeiro, essa
doenca atingiu niveis epidémicos, seja devido ao alto indice de animais nas ruas ou
pela sua subnotificacdo (FALCAO et al., 2019; SILVA et al., 2009; BARROS et al., 2010;
CORDEIRO et al., 2011). Em outros estados, principalmente os da regido sul e sudeste, ja
provocou varias hospitaliza¢cdes e atualmente, recobre uma maior area do solo brasileiro,
alcancando inclusive o nordeste, atingindo estados como Alagoas, Bahia, Pernambuco e
Paraiba (MARQUES-MELO et al., 2014;FALCAO et al., 2019).

Nesse sentido, esse artigo tem a finalidade de descrever a disseminacdo da

esporotricose no Brasil e sua recente chegada ao Nordeste.

2 | METODOS

Trata-se de um estudo bibliografico, de carater descritivo, tipo revisdo integrativa
de literatura. Para tanto, seguiu-se as seguintes etapas: (1) Elaboragcdo da pergunta
norteadora; (2) Busca ou amostragem na literatura; (3) Coleta de dados; (4) Analise
critica dos estudos incluidos; (5) Discussao dos resultados; (6) Apresentacéo da revisao
integrativa (SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2010).

Norteou-se este estudo pela seguinte pergunta: O que se tém escrito, na literatura
mundial, sobre a disseminacao da esporotricose no Brasil e no Nordeste?

A selecéo dos artigos ocorreu entre os meses de agosto a setembro de 2019, nas
bases de dados Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS),
LiteratureandRetrivial System on Online (MEDLINE), por meio da Biblioteca Virtual em
Saude (BVS) e na biblioteca ScientificElectronic Library Online (SciELO).Utilizou-se
acombinacéo dos Descritores em Ciéncias da Saude (Decs) Esporotricose, Gatos e Brasil,
separados pelo operador boleano AND.

Estabeleceram-se como critérios de inclusdo artigos disponibilizados nas bases de
dados citadas, disponiveis na integra, nos idiomas portugués, inglés ou espanhol e que
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apresentassem familiaridade e relevancia com a pergunta norteadora. N&o houve recorte
temporal. Excluiram-se publica¢des duplicadas, cartas ao editor,editoriais e notas prévias
(SILVA et al., 2018).

Resgataram-se 89 artigos. Por meio da leitura dos titulos e dos resumos foram
selecionados 30, porém, apds a leitura na integra, para confirmar a incluséo dos estudos,
foram selecionados 11, que posteriormente foram submetidos a uma analise de suas
referéncias, a fim de identificar novos estudos que nao tenham sido contemplados,
somando-se assim, mais 5 estudos na amostra (SILVA et al., 2018), conforme mostra o
fluxograma 1.

Fluxograma 1: Selecdo dos estudos incluidos na revisdo. Macei0, Al, Brasil, 2020.

Nesse sentido, a extracdo dos dados dos 16 artigos selecionados ocorreu através de
uma tabela, elaborada no programa Microsoft Word, que contemplou pais de origem, ano
de publicacao, delineamento, titulo, objetivo e resultados dos estudos. Ademais, os estudos
selecionados foram classificados em niveis de evidéncia, a saber: Nivel 1- evidéncias
resultantes da meta- analise de multiplos estudos clinicos controlados e randomizados;
- Nivel 2: evidéncias obtidas em estudos individuais com delineamento experimental; -
Nivel 3: evidéncias de estudos quase-experimentais; - Nivel 4: evidéncias de estudos
descritivos (n&o-experimentais) ou com abordagem qualitativa; Nivel 5: evidéncias
provenientes de relatos de caso ou de experiéncia; - Nivel 6: evidéncias baseadas em
opinides de especialistas (SOUZA; SILVA; CARVALHO, 2010).Posteriormente realizou-se
a analise dos dados.

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo Capitulo 1




31 RESULTADOS

Para saber sobre a disseminacéao da esporotricose pelo Brasil, incluiram- se dezesseis
estudos nos idiomas portugués (n = 10) e inglés (n = 6), publicados entre os anos de 2001
a 2019 no Brasil. A figura 1 apresenta a sintese dos estudos incluidos e contempla titulo,
autores, objetivo, delineamento do estudo e nivel de evidéncia.

Titulo Autores Objetivo Delineament o Nivel de
do Estudo Evidéncia
Hospitalizagbes e 6bitos FALCAO et al. Analisar adistribuicdo Estudo Nivel 4
relacionados a esporotricose no da esporotricose pelas observaciona |,
Brasil (1992-2015) hospitalizagcée s e 6bitos  exploratério e

no Brasil, utilizando dados qualitativo
do sistema Unico

de saude.
Ocorréncia familiar de CORDEIRO et al. Relatar aocorréncia Nivel 5
esporotricose zoonotica simultdnea da doenca Relato de Caso

em 3membros de uma
mesma familia através
da arranhadura por gato
doméstico infectado.

Esporotricose: a evolugao e os BARROS et al. Relatar a evolugao e os Estudo descritivo Nivel 4
desafios de uma epidemia desafios da esporotricose eobservaciona |

no Rio de Janeiro, Brasil
Esporotricose felina com XAVIER et al. Relatar edocumentar Relato de Caso Nivel 5
envolvimento humano na cidade caso de esporotricose
de Pelotas, RS, Brasil felina na cidade de

Pelotas (RSBrasil) com
envolvimento zoonbtico

Felino doméstico como agente MARQUES- Relatar oprimeiro caso Relato de Caso  Nivel 5
transmissor de esporotricose para MELO et al. de esporotricose em
humano: relato do primeiro caso felino doméstico com
no estado de Alagoas envolvimento zoono6tico
no estado de Alagoas,
Brasil
Esporotricose urbana: epidemia SILVA et al. Descrever a ocorréncia Estudo Nivel 4
negligenciada no Rio de Janeiro, da epidemia de exploratorio,
Brasil esporotricose humana observaciona | e
em residentes de area qualitativo

urbana no Estado do Rio
de Janeiro no periodo de

1997-2007
Sporotrichosis — cat as thesourceof GALATI et al. Relatar a ocorréncia de Relato de Caso  Nivel 5
familiar infectionoutbreak in esporotricose em um
Guarulhos, Sao Paulo: a case gato na Cidade de
report Guarulhos, Sao Paulo
Feline sporotrichosis due to MONTENEGR Relatar a epidemiologia Estudo Nivel 2
Sporothrix brasiliensis: na Oetal molecula do Sporothrix Experimental,
emerging animal infection in Sao como patdgeno descritivo e
Paulo, Brazil emergente entre felinos qualitativo

na regido metropolitana
de S&o Paulo
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Sporotrichosis: an Emergent
Zoonosis in Rio de Janeiro

An epidemic of sporotrichosis

in Rio de Janeiro, Brazil:
epidemiological aspects of a series
of cases

Molecular identification of
Sporothrix species involved
in the first familial outbreak of
sporotrichosis in the state of
Espirito Santo, south eastern
Brazil

Surto de esporotricose em gatos —
investigacéo e acbes de controle,
municipio de Sao Paulo/SP

Esporotricose

Esporotricose em felinos
domésticos

Esporotricose zoonética na regido
sul do Rio Grande do Sul (Brasil) e
revisao da literatura brasileira

Cat-
TransmittedSporotrichosisEpide
mic in Rio de Janeiro, Brazil:
Descriptionof a Series ofCases

Figura 1: Caracterizagao dos estudos incluidos conforme titulo, autores, objetivo, delineamento do
estudo e nivel de relevancia. Macei6, Al, Brasil. 2020.

BARROS et al.

BARROS et al.

OLIVEIRA et al.

SILVA et al.

LARSSON, C.E

MONTEIRO;
TANENO;
NEVES.

NOBRE et al.

BARROS et al.

Relatar a epidemia
emergente de
esporotricose no Rio de
Janeiro, Brasil

Relatar e descrever

a ocorréncia da
esporotricose em 255
individuos no estado do
Rio de Janeiro, Brasil

Relatar a caracterizacéo
molecular de amostras
coletadas no primeiro
surto familiar de
esporotricose no estado
do Espirito Santo, Brasil.

Descrever a investigacdo
e as medidas de controle
utilizadas pela

Coordenacéo de
Vigilancia em Saude, da
Secretaria Municipal de
Saude de Sao Paulo,
acerca da esporotricose
no estado.

Descrever a cerca da
esporotricose, abordando
suas principais
caracteristicas

Descrever os achados
clinicos da esporotricose
em gatos domésticos, seu
diagnostico, prevengéo e
tratamento, além de
alertar sobre seu
potencial zoon6tico

Descrever casos de
esporotricose felina

com transmissao para
humanos ocorridos na
regido sul do Rio Grande
do Sul, Brasil.

Descrever dados clinicos
e epidemiologic os de
178 pacientes com
esporotricose durante o
periodo de 1998-2001 no
estado do Rio de Janeiro,
Brasil.

Estudo
Observacion
al, descritivo e
qualitativo

Estudo
observaciona
I, descritivo e
qualitativo

Estudo
Experimental,
descritivo e
qualitativo

Estudo
observaciona
I, descritivo e
qualitativo

Estudo
observaciona
I, descritivo e
qualitativo

Estudo
observaciona
I, descritivo e
qualitativo

Relato de Caso

Relato de Caso

Nivel4

Nivel 4

Nivel 2

Nivel 4

Nivel 4

Nivel 4

Nivel 5

Nivel 5

Destaca-se que as publicagdes incluidas tiveram como objetivo analisar, descrever e

relatar sobre a disseminacéo da esporotricose por transmissdo zoonotica, em especial por

felinos domésticos infectados, em todo o territério brasileiro, com predominio na regiao
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sudeste.

4 |1 DISCUSSAO

A chegada da esporotricose ao Brasil

O Sporothrix schenkii, fungo causador da esporotricose, possui distribuicdo mundial,
porém apresenta preferéncia por paises que possuem climas tropicais e subtropicais
(MARQUES-MELO et al.,, 2014; SILVA et al.,, 2015; MONTEIRO; TANENO; NEVES,
2008;BARROS et al., 2001; LARSSON, 2011; BARROS et al., 2008; MONTENEGRO
et al,. 2014), o que torna a esporotricose uma doencga epidémica em alguns paises da
América latina e América do Sul (Silva et al., 2015; BARROS et al., 2001; MONTENEGRO
et al., 2014).

Embora muitos paises tenham relatado casos e surtos de esporotricose, em nenhum
outro lugar do mundo essa zoonose alcangou propor¢cdes tao significativas como no
Brasil, registrando seu primeiro surto epidémico no Rio de Janeiro durante a década de
1990. Posteriormente, sua ocorréncia foi relacionada como uma doenca de transmisséao
zoondtica, em que os gatos domésticos eram os principais animais envolvidos (MARQUES-
MELO et al., 2014; SILVA et al., 2015; MONTEIRO; TANENO; NEVES, 2008;FALCAO
et al., 2019;BARROS et al., 2001;BARROS et al., 2008; MONTENEGRO et al,. 2014;
BARROS et al., 2004; BARROS et al., 2010; GALATI et al., 2017).

A doenca comecgou a se espalhar de modo que, passados oito anos do primeiro
caso de esporotricose por transmissdo felina, mais de 900 pessoas ja haviam sido
diagnosticadas e mais de 3.000 gatos estavam infectados apenas no estado do Rio de
Janeiro (BARROS et al., 2010). Além disso, no periodo de 1992 a 2015, todos os estados
brasileiros, com excecdo de Roraima, apresentaram ocorréncias de hospitalizacoes
devido a esporotricose por transmisséo zoonoética, sendo os maiores indices nos estados
do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Goias (FALCAO et al., 2019)

Ademais, entre os anos de 1998 e 2015, ocorreram 682 hospitalizagdes em 302
municipios brasileiros, das quais, 612 hospitalizagcées tiveram a esporotricose como
diagnostico primario, sendo a forma pulmonar a mais prevalente, com o total de 220
casos. Nesse sentido, o medicamento de escolha para o tratamento dessa micose trata-se
do itraconazol, por apresentar poucos efeitos adversos e boa eficacia. Por outro lado, para
aqueles que ndo apresentam melhora clinica com essa medicacéo, o iodeto de potassio
mostra- se como 6tima alternativa (BARROS et al., 2010; FALCAO et al., 2019).

Ainda que, classicamente, a esporotricose seja uma micose com predominancia em
area rurais, onde ha envolvimento com o trabalho agricola e manipulagédo do solo, no
Brasil, ao final da década de 90, ainda era uma doenga pouco conhecida, especialmente
quando transmitida de forma n&o usual por felinos domésticos. Desse modo, a falta de
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conhecimento dos profissionais da saude associado aineficiéncia dos servigcos laboratoriais,
que nao estavam preparados para atender a uma demanda tdo grande, foram fatores que
auxiliaram na crescente epidemia da esporotricose pelo Brasil (BARROS et al., 2010;
MARQUES-MELO et al., 2014; FALCAO et al., 2019;BARROS et al., 2001).

A chegada da esporotricose ao Nordeste brasileiro

Apos o surto epidémico iniciado no estado do Rio de Janeiro durante a década de
1990, a esporotricose por transmisséo felina acabou por se espalhar por todo o territorio
brasileiro, atingindo, inclusive, o nordeste, embora os casos da doenca sejam mais
evidentes nas regioes sul e sudeste. Desse modo, ha relatos, ainda que escassos, de
casos ou de hospitalizagdes de esporotricose zoondtica nos estados de Alagoas, Bahia,
Pernambuco, Paraiba e Sergipe. (MARQUES-MELO et al., 2014; FALCAO et al., 2019).

Entre os estados do Nordeste, Pernambuco tem apresentado a maior ocorréncia de
surtos de esporotricose (SILVA, 2018). Casos esporadicos desta doenca eram notificados
de forma ocupacional em individuos de area rural. No entanto, nos ultimos 5 anos, ha uma
percepc¢ao de aumento do numero de casos por transmissao zoonética, em que individuos
relatam contato com felinos doentes, especialmente na capital Recife e em Olinda (CIEVS/
PE, 2018). Esta modificagao coincidiu com o0 aumento de casos de esporotricose felina no
estado e motivou a Secretaria Estadual de Saude a incluir esta micose na lista de doencgas
de notificagdo compulséria (PERNAMBUCO, Portaria SES/PE, 2015).

Nesse sentido, Silva et al. (2018) realizaram estudo experimental em hospitais
veterinarios e relataram a ocorréncia de surto de esporotricose felina na Regiao
Metropolitana do Recife. Avaliando-se os casos ocorridos entre marco de 2014 e
fevereiro de 2016, observou-se que das 115 amostras suspeitas, 59 foram positivas para
esporotricose, correspondendo a um percentual de 51,3%. Em outro estudo, Silva (2018),
determinou as caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e a resposta terapéutica dos casos
de esporotricose humana em Pernambuco diagnosticados no periodo de marco de 2017
a marco de 2018 e observou um percentual elevado de casos desta doenca no estado.
No periodo pesquisado, foram atendidos no ambulatério de referéncia 131 pacientes com
suspeita clinica de esporotricose, havendo confirmacdo diagnostica em 111 pacientes
(84,7%), confirmando esta micose como um problema crescente de saude publica neste
estado.

O aumento do numero de casos zoond6ticos de esporotricose pode estar associado a
presenca de muitos felinos nas ruas, que, por vezes, sdo abandonados por seus antigos
proprietarios (MARQUES-MELO et al., 2014 ). Somado a isso esta o fato de que essa
doenca ndo é de notificagcdo compulsoéria, sendo somente notificada em Pernambuco,
Paraiba e no municipio de Camacari, na Bahia (FALCAO et al., 2019).

Ressalta-se que no nordeste brasileiro, a esporotricose, como doencga zoonética, foi
responsavel por hospitalizagdes nos estados da Paraiba e da Bahia. Além disso, provocou
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um 6bito no estado da Bahia e no estado de Sergipe (FALCAO et al., 2019).

51 CONCLUSAO

Evidencia-se que a esporotricose por transmissdo zoonética € uma casuistica
relevante no Brasil e que se caracteriza por uma doenca que esta presente em todo
o territorio nacional, em especial na regido sudeste. Embora seja perceptivel a baixa
quantidade de registros de casos de esporotricose no nordeste brasileiro, esse fato precisa
ser melhor investigado, considerando-se que o estado de Pernambuco tenha apontado
uma maior frequéncia de episddios, antes inexistentes. Dessa forma, € necessario mais
estudos sobre a tematica, a fim de ampliar os conhecimentos, permitindo, assim, uma
analise real do seu impacto na regiao nordeste.
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RESUMO: A producao de hortalica sofre com
diversos problema fitossanitarios, que variam
em fungdo de uma série de fatores. A mancha-
de-alternaria da couve (Alternaria japonica),
a antracnose da cebolinha (Colletotrichum
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theobromicola) e a cercosporiose da alface

(Cercospora longissima) estao entre o0s
principais problemas fitossanitarios desses
cultivos no Estado. O uso de compostos de
Piper aduncum podera ser mais uma alternativa
para o manejo eficiente de doencas de plantas.
O estudo objetivou avaliar o efeito das fracoes
do extrato vegetal e do 6leo essencial de P.
aduncum sobre a germinagdo de conidios
dos fitopatdbgenos. Os fungos foram coletados
em areas de producado na regido de Manaus
e cultivados em meio BDA. A verificacdo da
patogenicidade foirealizada mediante Postulado
de Koch,

hortalica. As folhas para a preparacgéo do 6leo e

utiizando-se 5 mudas de cada

fraces foram coletadas na rodovia BR-174. O
extrato aquoso foi obtido pela maceracgao a frio
de folhas verdes; o extrato etandlico foi obtido
por intermédio da maceracéo a frio de folhas
secas com etanol; o 6leo essencial foi extraido
das folhas pelo método de hidrodestilagédo; as
fracbes hexanica e cloroférmica, por meio do
fracionamento dos extratos aquoso e o etandlico
pelo processo de particdo por solventes. As
analises foram realizadas pelo método da
bioautografia, em placas de CCD fase normal,
sendo feito em triplicata. O 6leo essencial inibiu
o desenvolvimento de C. theobromicola e A.
japonica nas concentragdes de 100, 50 e 10
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mg.mL", o fator de retencdo para C. theobromicola foi de Rf=0,27; Wb- 1 cm, Rf=0,22;
Wb- 0,7 cm e Rf=0,24; Wb- 2,6 cm e, para A. japonica, de Rf=0,14; Wb- 1,6 cm, Rf=0,1; Wb-
1,6 cm e Rf=0,37; Wb- 1,7 cm. O 6leo essencial e os extratos ndo tiveram efeito frente C.
longissima. Concluiu-se que o 0leo tem potencial para ser utilizado no manejo das doencas.
PALAVRAS-CHAVE: Antagonismo; bioautografia; extrato aquoso

ACTION OF Piper aduncum L. COMPOUNDS IN INHIBITING THE GERMINATION OF
SPORES OF PLANT PATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT: Vegetable production suffers from several phytosanitary problems, which vary
according to a number of factors. Cabbage leaflet (Alternaria japonica), chives anthracnose
(Colletotrichum theobromicola) and lettuce cercosporiosis (Cercospora longissima) are
among the main phytosanitary problems of these crops in the State. The use of Piper aduncum
compounds may be another alternative for the efficient management of plant diseases. The
study aimed to evaluate the effect of fractions of plant extract and essential oil of P. aduncum
on the germination of conidia of phytopathogens. Fungi were collected in production areas
in the Manaus region and grown in BDA culture. The verification of pathogenicity was
performed using Koch’s Postulate, using 5 seedlings of each vegetable. The leaves for the
preparation of oil and fractions were collected on the BR-174 highway. The aqueous extract
was obtained by cold maceration of green leaves; the ethanolic extract was obtained through
cold maceration of dry leaves with ethanol; the essential oil was extracted from the leaves by
the hydrodistillation method; the hexane and chloroform fractions, by fractioning the aqueous
and ethanolic extracts by the solvent partition process. The analyzes were carried out by the
bioautography method, in normal phase CCD plates, being done in triplicate. The essential
oil inhibited the development of C. theobromicola and A. japonica at concentrations of 100,
50 and 10 mg.mL-1, the retention factor for C. theobromicola was Rf = 0.27; Wb - 1 cm, Rf =
0.22; Wb - 0.7 cm and Rf = 0.24; Wb- 2.6 cm and, for A. japonica, Rf =0.14; Wb - 1.6 cm, Rf
=0.1;Wb-1.6 cm and Rf =0.37; Wb - 1.7 cm. The essential oil and extracts had no effect on
C. longissima. It was concluded that the oil has the potential to be used in the management
of diseases.

KEYWORDS: Antagonism; bioautography; aqueous extract

11 INTRODUCAO

O Estado do Amazonas € grande importador de hortalicas de outras regiées do
Pais, essa producédo, principalmente por agricultores familiares, serve para consumo
e complementacdo de renda dessas familias e tem importante contribuicdo para o
abastecimento do mercado local (SILVA et al., 2018).

Em um estudo sobre a comercializacdo e producdo de hortalicas organicas e
convencionais em Manaus, Santiago e Gentil (2014) verificaram que os principais
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municipios produtores de hortalicas do Estado sdo Iranduba, Rio Preto da Eva e a capital
Manaus, além de Presidente Figueiredo e Manacapuru.

Dentre as culturas de importancia econémica para a agricultura familiar no Estado
do Amazonas destacam-se a cebolinha-verde (Allium fistulosum L.), sendo uma hortalica
amplamente conhecida e aceita pela populacao brasileira, utilizada como condimento no
preparo de alimentos, principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais (SOUZA et al.,
2015). No Estado do Amazonas, os ultimos dados de 2017 mostram que a producéo foi
de 273.577,40 mil macgos (IDAM, 2017). As altas temperaturas associadas a alta umidade
relativa do ar s&o fatores favoraveis a disseminacao de diversos fitopatdbgenos, em plantas
cultivadas, no estado do Amazonas.

Dentre as doencas fungicas destaca-se a antracnose, causada pelo fungo,
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae Penz., o qual sobrevive no solo, em restos de
culturas e nas sementes, podendo ser disseminado a longas distancias.

Por este motivo este é um género de grande importancia na producéo agricola,
sendo responsavel por causar danos em diversas culturas economicamente importantes.
E provavel que todos as cultivares de alimentos plantados ao redor do mundo sejam
susceptiveis a uma ou mais espécies de Colletotrichum (KANEMARU, 2017). Na regiao
de Manaus, Santanta et. al (2016) identificaram mais uma espécie de Colletotrichum
causando antracnose em cebolinha, o Colletotrichum spaethianum (Allesch.) Damm, P. F.
Cannon & Crous. Almeida et. al (2017), identificaram Colletotrichum brevisporum Phouliv.,
Noireung, L. Cai & K.D. Hyde infectando plantas de pimenta malagueta em Manacapuru,
no Amazonas, mostrando a variabilidade do fungo e adaptabilidade em véarios tipos de
hospedeiros.

A couve manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala) € uma hortalica arbustiva
anual ou bienal, cujo consumo no Brasil tem gradativamente aumentado devido as novas
maneiras de utilizacdo na culinaria e as recentes descobertas da ciéncia. Luengo et al.
(2018) quantificou minerais em folhas de couves, no Distrito Federal, fornecidos através
da adubacéo refletindo diretamente na obtencéao de teores mais equilibrados de minerais
para as plantas e para a dieta humana.

A mancha de alternaria € causada por mais de uma espécie de fungo do género
Alternaria (Alternaria brassicae (Berk.) Sacc e A. brassicicola (Schwn.) Wilt.). O patdgeno
€ transmitido por sementes, causando danos desde a fase de plantula. Os sintomas sao
caracterizados inicialmente por pequenas manchas circulares de coloracdo marrom-
escura e circundadas por um halo amarelado, a A. brassicicola produz pequenas lesdes
negras, pontuais que se fundem. A A. brassicae, caracteriza-se por lesdes castanhas
de maior tamanho, nas quais se desenvolve uma massa castanha escura de esporos
(AGOSTINHO et al., 2016). A correta identificacao do patégeno consiste no primeiro passo
para realizacdo do manejo da doenca por ele causado, pois auxilia em novas estratégias
de controle e nas corretas recomendacgdes de produtos a serem aplicados as sementes e
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plantas (CARVALHO et al., 2014).

Em meio das hortalicas folhosas, a alface (Lactuca sativa L.) esta entre as dez mais
produzidas e consumidas no Brasil. Em 2017, a producdo no Amazona foi de 60.421,63
mil pés, considerando plantio convencional e hidropdnico, mostrando a grande aceitacéo
na mesa dos consumidores (IDAM, 2017). A cercosporiose, causada por Cercospora
longissima (Cugini) Sacc., € uma das principais doencas da alface. O patogeno se
desenvolve em grande variagédo de temperatura e sua disseminacao ocorre por meio de
sementes infectadas ou através de vento e agua.

Pesquisas desenvolvidas com extrato bruto ou 6leo essencial, obtidos de plantas
medicinais, tém indicado o potencial dos mesmos no controle de fitopatdégenos, segundo
Costa et al. (2008) as propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos
e Oleos essenciais produzidos pelas plantas s&o reconhecidas empiricamente ha séculos.

Nesse sentido, a espécie P. aduncum ja teve comprovada atividade antagdnica
contra fungos fitopatogénicos em diversos estudos in vitro e in vivo, sendo também a mais
investigada quanto a sua composicao quimica e efeito antifungico do 6leo volatil (LIMA,
2012).

A bioautografia € uma das técnicas mais importantes para a separacéo e avaliagcao
da atividade antimicrobiana de compostos vegetais. Esta técnica consiste na separacéo
do composto do extrato por cromatografia em papel ou em camada delgada e posterior
revelacdo utilizando-se os efeitos biolégicos da substancia de interesse (KANEMARU,
2017).

O uso de compostos de P. aduncumpodera ser uma alternativa para o manejo eficiente
de doencas de plantas, com consequente reducdo do custo de producao e protecdo do
meio ambiente, homem e animais dos efeitos adversos causados pelos agrotoxicos. A
avaliacado da atividade positiva das moléculas oriundas dos seus compostos pode trazer
informagdes substanciais no controle da doenga, podendo ser um controle efetivo e
ecologicamente aceito.

O estudo objetivou analisar a acao de compostos de Piper aduncum na inibicdo da
germinacao de Alternaria japonica, Colletotrichum theobromicola e Cercospora longissima.

2 | MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos nos laboratérios: Principios Bioativos de Origem
Microbiana e Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas — Ufam e casa-de-

vegetacao da Faculdade de Ciéncias Agréarias da Ufam.
2.1 Material vegetal

Folhas de Piper aduncum foram coletadas no km 8 da BR-174, Municipio de Manaus
— AM e identificadas de acordo com registro depositado no Herbario HUAM/UFAM sob o
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no 8188, colecao Véras, S.M., 01. Cadastro no SisGen: AEFF923.

2.2 Obtencao e isolamento de fitopatdogenos

Os fungos fitopatogénicos foram obtidos a partir de folhas de couve, cebolinha-verde
e alface apresentando sintomas, como manchas foliares em propriedades rurais na regiao
de Manaus-AM e na feira do Mercado Adolfo Lisboa.

O isolamento dos fungos foi realizado pelo método indireto (ALFENAS, et al., 2007).
O material infectado foi lavado com agua corrente, retirados fragmentos das margens das
lesbes e desinfetados em alcool 70% por 30 segq., hipoclorito de sddio 1% por 30 seg.,
seguido de duas lavagens em agua destilada.

Os fragmentos foram depositados em placas de Petri contendo o meio de cultura
BDA (Batata-Dextrose-Agar) a 27 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Ao meio de cultura foi
acrescido o antibi6tico cloranfenicol (50 yg.mL™), para evitar contaminagcdo com bactérias.

2.3 Teste de patogenicidade

Para avaliar a patogenicidade dos fungos, foi realizada todas as etapas do postulado
de Koch. A inoculagao foi realizada em mudas de couve, cebolinha e alface das mesmas
variedades em que os fungos foram isolados. Foi preparada uma suspenséo de indculo na
concentracao de10°f conidios/mL™" e pulverizada na superficie das folhas. A suspenséo de
esporos foi preparada partir de cada uma das colénias das espécies, por meio da adi¢cao
de 10 mL de agua destilada esterilizada nas placas, seguida da raspagem da col6nia e
filtragem em gaze, com posterior contagem do numero de esporos/cm? com auxilio de
uma camara de Neubauer no microscopio 6tico.

Apés a inoculagao as plantas foram mantidas em camara Umida, durante 48 horas.
A avaliacao foi feita pela observacdao do surgimento dos sintomas tipicos das doencas
nas plantas, com posterior reisolamento do fungo para a confirmacao da etiologia. A
identificacdo das espécies de C. theobromicola e A. japonica foi realizada, através da
analises morfocultural e molecular.

2.4 Preparacao do extrato e obtencao do 6leo essencial

No Laboratério de Abertura de Amostras e Ensaios Quimicos (LAEQ/UFAM) foram
seguidas as metodologias descritas pelos pesquisadores (REEGAN et al., 2014; ALl et al.,
2015) com algumas modifica¢cdes. Foi usado o sistema de extracéo pelo clevenger com
baldo de capacidade de 4 L e manta aquecedora com ajuste de temperatura até 100°C.
Separadamente foram usados 258 g do material vegetal moidos e 1 L de agua destilada
para a extracédo do Oleo essencial.

Os volumes obtidos das extracdes do éleo essencial foram lidos a cada 15 minutos
durante o tempo de 1h, contabilizados a partir do momento da fervura da agua.

Terminadas as extracdes, o volume do Oleo essencial foi aferido diretamente no
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aparelho clevenger através de uma escala volumétrica existente no aparelho. Por fim,
o 6leo essencial foi pesado em balanga analitica, armazenado em 2 ependorfs de 2 mL
e mantidos em refrigeracdo constante a uma temperatura de -5°C até ser utilizado no
estudo.

Os extratos vegetais foram obtidos através do processo de maceracéo utilizando
250 g do material vegetal moido. O material vegetal foi colocado dentro de um frasco tipo
Mariotte com capacidade de 4L, em seguida, foi adicionado 3L do solvente metanol com
grau de pureza analitica. Por conseguinte, o frasco foi lacrado, identificado e deixado em
repouso por dez dias em local protegido da umidade e luz do sol (MADHIYAZHAGAN et
al., 2014).

Terminado o prazo da maceragdo, o extrato foi filtrado utilizando papel de filtro
Whatman No. 1 para a separacéo da parte liquida e parte sélida. A remocgao do solvente
foi através de evaporador rotativo a 40°C, o extrato bruto, devidamente seco, foi coletado
e armazenado separadamente em um Becker de 50 mL e mantido sobre refrigeracéo a
temperatura de 4°C até serem utilizados nos bioensaios. (MUNUSAMY et al., 2016).

2.5 Bioautografia

A identificacdo dos constituintes bioativos contra os fitopatdgenos, foi investigada,
por meio da técnica de bioautografia direta, de acordo com o método de Hamburger e
Hostettmann (1991) modificado. Duas placas de silica gel TLC silica gel 60 RP-18 de marca
Merck foram inoculadas com uma suspensao uma suspenséo de inoculo na concentragéo
de 1 x 10° conidios/mL em meio liquido de BDA e outra placa foi inoculada apenas com a
suspensao de esporo borrifada sobre as placas.

Todas as placas preparadas do 6leo essencial foram reveladas com vanilina sulfurica
e aquecidas em estufa por 3 minutos, as placas tanto do 6leo quanto das fracdes foram
colocadas sob luz ultravioleta para serem observadas em comprimentos de onda de 365
nm.

A comparacéao entre as placas foi realizada por meio da determinacéo do fator de
retencédo (Rf) dos compostos com atividade antifungica. O experimento foi realizado em
triplicata.

Rf =dc/ds
dc = distancia percorrida pelo componente da mistura

ds = distancia percorrida pelo eluente

2.6 Obtencao das fases

Foipesado 20 mgdo extrato, em seguida colocado dentro de becker (500 mL) acrescido
de 100 mL MeOH/H,O (Metanol) na propor¢do 90:10. Em seguida, a amostra solubilizada
foi colocada dentro de um funil de particdo de 1 L. Por conseguinte, foram acrescidos ao
funil 100 mL de hexano (processo repetido 3x). Em seguida, foi feita a agitacdo manual e

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo Capitulo 2




coletada a fracdo hexanica. Terminado esse processo, foram acrescentados 100 mL de
CHCI3 (cloroférmio) (processo repetido 3x) e mais 30 mL de H,O. Posteriormente feita a
coleta da fracao cloroférmica.

2.7 Efeito das fracdes hexanica e cloroférmica do extrato etandlico na inibicao da

germinacao de conidios, por meio da bioautografia.

Nessa fase, foi preparado dois sistema de eluentes:
1. Hexano/acetato (7:3) v/v de etila para analise da fase hexanica (extrato etandlico)

2. Diclorometano/lso-Propanol (9:1) v/v para analise da fracéao cloroférmica

Foram avaliadas as concentragdes de 100, 50, 10 e 5 mg.mL". Uma aliquota de
cada amostra foi aplicada em placas TLC silica gel, descritas anteriormente, com suporte
de aluminio a uma distancia de 1,0 cm entre as amostras. Como controle negativo foi
usado uma solugao de Nistatina (100 mL). As placas foram aspergidas individualmente
com suspensao de inOculo das espécies fungicas na concentragcao de 1x10° conidios.
mL™', em seguida, colocadas em bandejas, nas quais foram adicionados um chumaco de
algodao embebido em agua esterilizada e mantidas em camara de crescimento BOD, sob
temperatura de 28,5 °C com fotoperiodo de 12 horas. A avaliagao foi realizada, por meio
da observacéao das zonas de inibicdo ao redor das bandas (separagcao cromatogréfica).

2.8 Efeito do 6leo essencial na inibicao da germinacao de conidios

Neste ensaio foi utilizado o sistema de eluente hexano/diclorometano (5:5) v/v. A
metodologia do teste microbioldgico seguiu a descrita acima para a avaliagcao das fragées
do extrato etandlico. A solucéo do fungicida Nistatina (100 mL) foi usado como controle
positivo. A avaliacéo foi realizada como descrita anteriormente.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de patogenicidade

Os sintomas das doencas comecaram a ser observados aos 8 dias em todos os
patossistemas, conforme apresentado nas figuras 1 (A, B e C). Aos 15 dias da inoculacao,
procedeu-se o reisolamento dos fungos para completar os postulados de Koch, momento
em que estruturas de Cercospora longissima (Figura 2) em folhas de alface, mostravam-
se visiveis em microscopio estereoscopico.
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Figura 1: Folhas de couve apresentando os sintomas da mancha de A. japonica (A), folhas de alface
com sintomas de C. longissima (B) e folhas de cebolinha apresentando sintomas tipicos de antracnose,
causadas por C. theobromicola (C), todas aos 15 dias ap0s inoculagéo.

O fungo responsavel pela antracnose foliar da cebolinha-verde foi identificado como
Colletotrichum theobromicola Delacr e o responsavel pela mancha-de-alternaria foi o

fungo Alternaria japonica Yoshii.
3.2 Bioautografia

Ainibicao do crescimento dos fungos em placas de cromatografia foi avaliada através
da analise cromatogréfica direta, visando detectar a atividade biolégica diretamente sobre
as placas de CCD. A quantidade aplicada permitiu observar diferengcas na composigcao
quimica das fracdes e do 6leo essencial de P. aduncum, além de sua possivel interacao
com os fungos testados.

3.3 Efeito do 6leo essencial na inibicao da germinacao de conidios

Utilizando a bioautografia identificou-se halos de inibicdo, ndo havendo
desenvolvimento micelial dos fungos avaliados, nas concentragdes do 6leo essencial
avaliadas. A figura 2 apresenta uma fotografia, obtida apds 6 dias de incubagéo, para o
fungo C. theobromicola e A. japonica.

Figura 2: Placas CCD de C. theobromicola e A. japonica, mostrando halo de inibi¢ao, indicado pelas
setas, nas concentragbes do 6leo essencial de Piper.

O dbleo essencial apresentou diferentes fatores de retencédo (Rf), no caso dos
fungos C. theobromicola e A. japonica, pois foram os Unicos que tiveram inibicdo em 3
concentracgdes do Oleo de Piper.
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Os Rf para os seguintes fungos foram:

C. theobromicola A. japonica

Banda 1- Rf=0,27; W = 1cm Banda 1- Rf=0,14; W_=1,6 cm
Banda 2- Rf=0,22; W,= 0,7 cm Banda 2- Rf=0,1; W =1,6 cm
Banda 3- Rf=0,24; W = 2,6 cm Banda 3- Rf=0,37; W = 1,7 cm

Cada substancia possui um fator de retencao proprio, mas nao exato, ele pode
ter algumas alteracbes, dependendo das condicbes com que a cromatografia é feita,
combinado a outros valores e fatores pode-se identificar a substéncia.

Em 2007, Silva e Bastos testaram a atividade antifUngica de outras espécies do
género Piper (P. callosum, P. marginatum var. anisatume P. enckea) sobre o crescimento
micelial de Moniliophthora perniciosa e observaram a inibicao em 100% a partir da
concentracdo de 0,75 pL/mL do 6leo essencial das espécies de piperaceas.

Segundo TAKEARA et al. (2017), podemos dizer que os 6leos essenciais das espécies
de Piper do Brasil tém muitos usos. Além disso, eles séo dotados de atividades biol6gicas
interessantes e tém um potencial terapéutico. Por exemplo, eles exibem atividades
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria e podem ser Uteis como remédios naturais
além de serem usados na agricultura.

3.4 Efeito das fracdes hexanica e cloroférmica do extrato etandlico na inibicao da

germinacao de conidios, por meio da bioautografia.

Nao foi observado perfil de resisténcia ao fungicida (Nistatina) utilizado no ensaio. As
fracOes hexanica e cloroférmica ndo apresentaram atividade, ndo sendo caracterizada por
zonas de inibicdo da germinacao de esporos. No caso de C. longissima nao foi possivel
observar inibicdo em nenhuma concentragdo tanto das fragcdes quanto do éleo.

Em trabalho mais recente Costa (2018) observou que houve uma zona de inibicao
nas placas de CCD com diferentes concentra¢des da fragcdo hexanica de P. marginatum
frente o fungo Corynespora cassiicola, este resultado é importante, pois corrobora com a
possibilidade de obtenc&o de novas substancias, o que justificaria a atividade antifungica
desta fracdo. Almeida et. al (2019) testou extrato etanélico de P. mollicomum e comprovou
a inibicao sobre a bactéria Staphylococcus aureus.

41 CONCLUSAO

O dleo essencial de Piper teve efeito sobre o desenvolvimento dos fitopatégenos C.
theobromicola e A. japonica, o que permitiu inferir a existéncia de alguma substancia que
inibiu a esporulacdo dos fungos, através do clareamento nas zonas de inibigcao.

As fragcdes cloroférmica e hexanica do extrato de P. aduncum n&o apresentaram
metabodlitos com atividade antimicrobiana frente os fungos A. japonica, C. theobromicola
e C. longissima utilizados neste estudo.
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Sugere-se futuro isolamento dos fitoconstituintes ativos, presente nas zonas de
inibicdo de esporos do 6leo essencial de P. aduncum, visando novos ensaios para a
identificacdo da (s) substancia (s) antagbnica (s).
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ABSTRACT: Mushrooms produce a wide variety
of bioactive secondary metabolites that may be
useful to control phytopathogenic bacteria and
fungi. Aiming to verify in vitro the antifungal
potential against Fusarium graminearum,
methanolic extracts from the basidiomata of ten
mushroom species were obtained. Antifungal
activity was evaluated through agar dilution test

at a concentration of 1.0 mg ml'. Data obtained
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Fusarium graminearum

from the third to the fifteenth day of mycelial
growth were submitted to analysis of variance,
and the means were compared by the Tukey
test at 5% of probability. Among ten evaluated
extracts, six significantly inhibited the growth
of F. graminearum, namely: Calvatia rugosa,
Coprinopsis sp., Leucocoprinus cf. brebissonii,
Leucopaxillus gracillimus, Simocybe tucumana
and Xeromphalina tenuipes. The results indicate
that these four mushroom species produce
substances with antifungal activity. On the
other hand, the extract of Pleurotus opuntiae
stimulated mycelial growth of the fungus.
When comparing the effect of the extracts with
the fungicide Cercobin®, only the Simocybe
tucumana obtained similar results, proving the
antifungal potential of this species.

KEYWORDS:

Basidiomycota, fusariosis,

alternative control,

natural products,

phytopathogen.

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATO
DE COGUMELOS (AGARICALES) PARA
CONTROLE DE Fusarium graminearum

RESUMO: Os cogumelos produzem uma ampla
variedade de metabdlitos secundarios bioativos
que podem ser uteis no controle de bactérias
e fungos fitopatogénicos. O objetivo deste
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trabalho foi testar in vitro o potencial antifiungico de extratos metandlicos de basidiomas
de dez espécies de cogumelos, frente ao fitopatdbgeno Fusarium graminearum. A atividade
antifungica dos extratos foi avaliada pelo teste de diluicdo em agar na concentracdo de 1,0
mg ml'. Os dados obtidos, do terceiro ao décimo quinto dia de crescimento micelial, foram
submetidos a analise de variancia, sendo que as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Entre os dez extratos avaliados, seis inibiram significativamente
o crescimento de F. graminearum sendo: Calvatia rugosa, Coprinopsis sp., Leucocoprinus
cf. brebissonii, Leucopaxillus gracillimus, Simocybe tucumana e Xeromphalina tenuipes.
Os resultados indicam que as quatro espécies de cogumelos produzem substancias com
atividade antifungica. Entretanto, o extrato de Pleurotus opuntiae estimulou o crescimento
micelial do fungo. Quando o efeito dos extratos dos cogumelos foi comparado com o
fungicida Cercobin®, somente a espécie Simocybe tucumana obteve resultados similares,
comprovando o potencial antifungico desta espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Basidiomycota, controle alternativo, fitopatégeno, fusariose, produtos
naturais.

11 INTRODUCTION

Several fungi are widely known as responsible for causing diseases in plants,
especially members of the genera Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Fusarium, Penicillium
and Rhizopus (Aqueveque et al., 2016). Among these, members of Fusarium are
considered phytopathogens of major importance in agriculture, as they affect several
agricultural crops (Ma et al., 2013). Cob fusariosis is one of the most important diseases of
wheat crops in the world and is caused mainly by Fusarium graminearum, although other
species of the genus may cause such disease (Ferrigo et al., 2016). Besides reducing
grain production, the fungus produces toxic secondary metabolites (mycotoxins), which
can contaminate agricultural products, rendering infected grains unsuitable for human and
animal consumption (Alves et al., 2013; Ma et al., 2013).

Excessive use of agrochemicals to control diseases in plants, besides presenting
a series of risks of contamination to the environment, can also harm the health of
producers and consumers (Domingues et al., 2011; Aqueveque et al., 2016). Thus, must
be emphasized the importance of research the use of alternative methods in agriculture
that are efficient and generate the minimum environmental impact, such as the use of
natural products (Ribas et al., 2016). In addition, resistant phytopathogens may arise to
the chemical substances used in the field (Aqueveque et al., 2016), being necessary the
search for new substances with antimicrobial properties.

Among the most important sources of bioactive metabolites, the fungi that belong to
the phylum Basidiomycota, known as mushrooms, are considered highly promising, since

various compounds were isolated from these organisms, presenting various biological
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functions, including antifungal activity (Barneche et al., 2016). As for example, the
metabolite Favolon B, obtained from the fermentation of mycelial cultures of basidiomycete
Mycena sp., which presents antifungal activity against species: Alternaria porri, Aspergillus
ochraceus, Botrytis cinerea, Mucor miehei, Paecilomyces variotii, Penicillium notatum and
Ustilago nuda (Aqueveque et al., 2005).

Another example, the strobilurin, a natural product produced by a variety of
basidiomycete fungi, such as the species Oudemansiella mucidaand Strobilurus tenacellus.
This natural product has become important for controlling a variety of disease-causing
fungi in plants, and is currently produced by chemical synthesis for commercialization
(Bartlett et al., 2002).

Based on the search for alternative and efficient products to control the growth of
microorganisms, this work aimed to test, in vitro, the antifungal potential of methanolic
extracts from mushrooms collected in the Western of Parana, southern Brazil, against the
phytopathogen F. graminearum.

2| MATERIALS AND METHODS

Basidiomata (i.e., the macroscopic spore-producing bodies of agaricoid
basidiomycetes) were collected in fragments of the Semideciduous Seasonal Forest, in
Palotina, in the West of Parana, from October 2016 to May 2017. After collecting, the
mushrooms were dehydrated in a chamber with forced air circulation at 40°C until they
reached constant weight (Carvalho et al., 2012). After drying, the basidiomata were stored
in paper bags for further extraction.

Ten species of mushrooms were selected to perform antimicrobial activity tests,
namely: Calvatia rugosa, Coprinopsis sp., Leucoagaricus sp., Leucocoprinuscf. brebissonii,
Leucopaxillus gracillimus, Pleurotus opuntiae, Psathyrella sp., Psathyrella candolleana,
Simocybe tucumana and Xeromphalina tenuipes.

Dried basidiomata were ground until a fine powder was obtained and the extraction
was carried out with methanol using Soxhlet extractor. Extraction was carried out for
approximately 8 hours for each species, completing five cycles in the extractor (Figueiredo
& Silva, 2014; Ajith & Janardhanan, 2015). Methanol present in the extracts was evaporated
in a rotary evaporator under vacuum at 45°C. Crude extracts were placed in glass jars,
and stored at 4°C.

Samples of the fungus F. graminearum were Kindly supplied by the Universidade
Estadual de Maringa (UEM) and stored in Petri dishes containing potato dextrose agar
(PDA). For the experiment, the fungus was transferred onto a new plate containing PDA
medium and incubated at 28°C for seven days.

The obtained mushroom extracts were tested against the phytopathogen F.
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graminearum. The inhibition of micelial growth test (agar dilution test) was used to evaluate
the antifungal activity, which consists of incorporating the dissolved extract to the agar;
thus, each plate contains a different concentration of the agent (CLSI, 2012).

Culture medium used in the tests was also the PDA, prepared according to the
manufacturer’s instructions, and the extract of basidiomycetes was added at the end
concentration of 1 mg ml' before autoclaving the medium. The crude extract was previously
solubilized with dimethylsulfoxide (DMSOQ), as it is a non-toxic solvent (Klaus et al., 2015).
As a negative control, was used only the PDA medium plus DMSO, without the addition of
the basidiomycete extract. For the positive control, the culture medium plus the fungicide
methyl thiophanate (Cercobin®) at a concentration of 1 mg ml* (Garcia et al., 2008; Silva
et al., 2014).

After agar solidification, a mycelial disc (10 mm diameter) was transferred to the
center of the culture medium surface. Petri dishes were kept at a controlled temperature of
28°C (D’addazio et al., 2016). The evaluation of the mycelial growth was performed every
48 hours for 15 days or until the fungus completed the entire diameter of the Petri dish, and
the colony diameter (cm) was measured in perpendicularly opposite directions. For each
extract, five replicates were performed.

The data were submitted to analysis of variance. The means between the different
treatments were compared by the Tukey test at 5% probability. Statistical analyzes were
performed in the Sisvar 5.6 Program of the Universidade Federal de Lavras.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

Extracts of the mushroom species Psathyrella sp. and P. candolleana did not
presented significant differences in relation to the negative control, indicating that the
extracts of these species did not influence the growth of F. graminearum. In contrast to
our observations in this study, the extract of Psathyrella sp. was reported as active against
Fusarium oxysporum (Reinoso et al., 2013). These differences between the results may
be related to the method of obtaining the extract and also the species used, which certainly
are different each other.

For extract of P. opuntiae (Table 1) it was observed that from the ninth evaluation day
extract started to significantly stimulate the mycelial growth of the fungus F. graminearum.
As well as reported for the mushroom extract Agaricus blazei against Botrytis cinerea,
where it was verified that the extract had a stimulating effect both on the germination of the
conidia and on the mycelial growth (Camili et al., 2009). This fact was also verified when
the aqueous extract of coriander (Coriandrum sativum) was used in front of the fungus F.
verticillioides; a significant increase in the conidia production was observed (Barros et al.,
2013). The stimulus of mycelial growth or in the production and germination of conidia, may
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be related to the presence of substances, which favor the fungi growth and development,

such as carbohydrates, proteins, vitamins and even chemical elements.

3°Day 5°Day 7°Day 9°Day 11°Day 13°Day 15°Day
P. opuntiae 1.800b 3.18b 4.32a 5.58a 7.02a 8.48 a 8.80 a
Negative control 3.02a 3.68a 4.30a 4.88b 5.56b 6.12b 6.90 b
Positive control® 1.76b 2.36c 2.88b 3.32c 3.76¢c 422¢c 4.54 ¢
CV® (%) 16.78 6.56 8.05 7.73 4.66 5.51 5.28

Table 1. Methanolic extract effect of Pleurotus opuntiae on the mycelial growth of Fusarium

graminearum.

Means among the different treatments were compared among themselves within the same column by

the Tukey 5% test.

M Mean diameter of the mycelium in cm. @ Cercobin fungicide as positive control. @ Coefficient of

variation.

Extract of the species Calvatia rugosa significantly inhibited the growth of F.

graminearum from the fifth day of evaluation (Table 2; Figure 1), with percentages of

inhibition varying between 6.2% and 36.4%. Members of the genus Calvatia has been

studied due to its biological properties, such as antitumor, anticancer, antiviral, antibacterial

and antifungal activities (Coetzee & Van Wyk, 2009). Methanolic extract of Calvatia fragilis

presented antifungal activity against Candida albicans and Candida maltosa, besides

showing antibacterial activity against B. subtilis, Micrococcus flavus and Staphylococcus

aureus (Al-Fatimi et al., 2013).

3° 5° 7° 9° 11° 13°  15°
Calvatia rugosa ns® 26,99 36,4 31,2 17,7 8,0 6,2
Coprinopsis sp. ns 38,6 38,3 25,1 12,7 6,4 47
Leucoagaricus sp. ns 145 16,8 6,8 -@) - -
Leucocoprinus cf. brebissonii ns ns ns 9,6 9,7 84 7,5
Leucopaxillus gracillimus 11,6 ns ns 8,0 8,2 49 3,3
Xeromphalina tenuipes ns 13,7 24,3 179 71 - -

Table 2. Percentage inhibition of mycelial growth of Fusarium graminearum when using the extracts of
mushrooms in the 15 days of evaluation.

M Not statistically significant. @ Percentage inhibition of mycelial growth of F. graminearum. ® Mycelial
growth of F. graminearum already occupied the entire Petri dish.
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Figure 1. Fusarium graminearum mycelial growth inhibition test, after fifteen days of incubation.

A. Positive control; B. Methanolic extract of Calvatia rugosa; C. Negative control.

From the fifth day of evaluation, treatment containing Coprinopsis sp. extract showed
significantly lower growth than the negative control (Table 2). The highest percentage
of inhibition was observed on the fifth day of evaluation (38.6%). Methanolic extract of
Coprinopsis atramentaria also showed antifungal activity against Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus versicolor, Penicillium funiculosum,
Penicillium ochrochloron, Penicillium verrucosum and Trichoderma viride (Heleno et al.,
2014).

For the extract obtained from Leucoagaricus sp. basidiomata (Table 2), a significant
inhibition of fungal growth was observed when measurements were performed between
the fifth and ninth day of mycelial growth, with percentages of inhibition varying from 6.8%
to 16.8%.

For the treatment containing the extract of Leucocoprinus cf. brebissonii we observed
that from the ninth day of evaluation the mycelial growth of phytopathogenic F. graminearum
was significantly inhibited (Table 2), with percentages of inhibition varying from 7.5 t0 9.6%.
Extract of L. fragilissimus showed antifungal activity against Colletotrichum coffeanum
(Yaling et al., 2014).

When Leucopaxillus gracillimus extract was added to the culture medium we observed
that the mycelial growth of F. graminearum was significantly inhibited mainly in the last
days of evaluation (Table 2). Extract of L. albissimus showed antimicrobial activity against
Penicillium inflatum and Streptomyces galilaeus (Alves et al., 2013). Even as L. giganteus
which presented activity against several fungi, such as Alternaria solani, Aspergillus solani,
A. niger, Colletotrichum graminicola, Fusarium solani and F. oxysporum (Feleke & Doshi,
2017). The antifungal activity of L. gracillimus observed here seems to be the first report
for the species.

For the extract of Xeromphalina tenuipes it was observed that fungal mycelial growth
was significantly lower in comparison to the negative control, exhibiting up to 24.3%
inhibition (Table 2). On the third and on the thirteenth day no significant difference was
observed, being that the phytopathogen F. graminearum already occupied the entire Petri
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dish for the negative control and for the treatment.

Antimicrobial activity of Xeromphalina sp. has already been described, two isolated
substances, xeromphalinones 1 and 2, presented antifungal activity against Mucor miehei,
Nematospora coryli, Penicillium notatum and Paecilomyces variotii, besides showing
antibacterial activity against Bacillus brevis, Bacillus subtilis, Enterobacter dissolvens and
Micrococcus luteus (Liermann et al., 2010). Xeromphalinone 4 presented activity only
against the fungus N. coryli (Liermann et al., 2010).

Extract of Simocybe tucumana (Table 3, Figure 2) significantly inhibited mycelial
growth of F. graminearum during all evaluated days. Antifungal activity is reported for the
first time to members of this genus.

3° Day 5° Day 7° Day 9° Day 11°Day 13°Day 15° Day

S. tucumana 1.52Mb 1.98¢ 272b 3.54b 412b 458 b 496b
Negative control 3.02a 3.88 a 450 a 4.96 a 5.72 a 6.76 a 8.02 a
Positive control® 1.76 b 2.36b 2.88b 3.32b 3.76 b 422b 454 b
CV (%) 14.82 6.22 7.92 7.63 6.62 6.00 8.38

Table 3. Methanolic extract effect of Simocybe tucumana on the mycelial growth of Fusarium
graminearum.

Means among the different treatments were compared among themselves within the same column by
the Tukey 5% test.

M Mean diameter of the mycelium in cm. ® Cercobin fungicide as positive control. ® Coefficient of
variation.

Figure 2. Fusarium graminearum mycelial growth inhibition test, after fifteen days of incubation.

A. Positive control; B. Methanolic extract of Simocybe tucumana; C. Negative control.

When comparing the effect of the extracts with the Cercobin® fungicide, used as a
positive control, only the S. tucumana species obtained significantly similar results (Table
3), and on the fifth day of evaluation it was more efficient than the fungicide, proving a
strong antifungal potential.

The use of extracts of basidiomycetes to inhibit the mycelial growth of fungi of the
genus Fusarium has already been described in the literature. Extract of the basidiomycete
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Inocybe geophylla inhibited the growth of the fungus Fusarium oxysporum (Reinoso et
al. 2013). Extracts of species Pycnoporus sanguineus and Lentinus crinitus, also showed
inhibition effect on mycelial growth, germination of conidia of the phytopathogen Fusarium
sp. (Figueiredo & Silva, 2014). Evidencing that extracts of basidiomycetes contain
substances that inhibit mycelial growth of fungi of the genus Fusarium.

Besides the antifungal activity observed here, in vivo studies are required to prove
the efficacy of C. rugosa, Coprinopsis sp., Leucocoprinus cf. brebissonii, L. gracillimus,
S. tucumana and X. tenuipes extracts on fusariosis. In addition, characterization and
isolation studies of antifungal substances should be conducted, as well as studies on the
mechanism of action of these substances.

41 CONCLUSIONS

1. Methanolic extracts of Calvatia rugosa, Coprinopsis sp., Leucocoprinus cf.
brebissonii, Leucopaxillus gracillimus, Simocybe tucumana and Xeromphalina tenuipes
showed direct fungitoxic action inhibiting the mycelial growth of Fusarium graminearum.

2. Methanolic extract of Pleurotus opuntiae stimulated the mycelial growth of Fusarium
graminearum.

3. Extract of Leucopaxillus gracillimus showed antifungal activity against Fusarium
graminearum, and seems to be the first report of this type of activity for this species.

4. Extract of Simocybe tucumana showed significantly inhibition of the mycelia growth
of Fusarium graminearum and it seems to be the first report demonstrating the antifungal
activity of this genus.
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RESUMO: Os micro-organismos endofiticos
apresentam um enorme potencial para a
producdo de substancias bioativas. A planta
Duroia macrophylla produz alcaloides com
atividade antitumoral e antimicobacteriana,
sendo selecionada para a pesquisa do potencial
biotecnoldégico dos seus micro-organismos
endofiticos. As folhas de D. macrophylla
foram lavadas, submetidas a desinfeccao,
fragmentadas e inoculadas em BDA e Agar
Sabouraud com oxitetraciclina e incubadas
a 30 °C por 20 dias. Isolaram-se 47 fungos e
destes, 21 fungos morfologicamente diferentes
foram selecionados para a prospec¢ao quimica

e biolégica. O cultivo submerso foi realizado
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em Caldo Sabouraud ou Batata Dextrose, a 26
°C e 120 rpm durante 14-30 dias. Os liquidos
metabdlicos foram filtrados e submetidos a
particdo liquido-liquido com diclorometano e
acetato de etila. Os metabdlitos do micélio foram
extraidos em ultrassom com diclorometano,
acetato de etila e metanol. Os extratos e fases
foram analisados por cromatografia em camada
delgada e por ressonéncia magnética nuclear de
'H. Além disso, eles foram testados quanto as
atividades antimicrobiana, antioxidante e contra
Artemia salina. Como resultado deste trabalho a
taxa de colonizacédo fungica de D. macrophylla
foi de 94%. Nos 21 extratos foram encontrados
indicios de substancias fendlicas, terpenos,
acucares e em quatro deles, alcaloides. As
fases AcOEt dos fungos Dm SB 43 e Dm BDA
12c foram ativas contra A. salina, com CLso de
109,5 e 605,5 pug/mL, respectivamente. Nenhum
extrato apresentou atividade antioxidante e
18 mostraram atividade antimicrobiana pelo
menos para uma bactéria. O fungo Dm SB 33
apresentou o0 maior espectro de atividade, sendo
ativo contra quatro bactérias: Enterobacter
cloacae, Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumanii e Pseudomonas aeruginosa. Apenas
o fungo Dm SB 33 demonstrou atividade
contra S. aureus e nao foram observadas
atividades contra E. coli. Portanto, este estudo
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demonstrou a diversidade de classes quimicas e o potencial de atividades bioldgicas dos
fungos endofiticos de D. macrophylla.
PALAVRAS-CHAVE: Amazénia; Biotecnologia; Metabolismo secundario.

BIOLOGICAL ACTIVITIES AND CHEMICAL PROSPECTION OF ENDOPHYTIC FUNGUS
EXTRACTS FROM Duroia macrophylla HUBER (RUBIACEAE)

ABSTRACT: Endophytic microorganisms have enormous potential for the production of
bioactive substances. The plant Duroia macrophylla produces alkaloids with antitumor and
antimycobacterial activity, being selected for research on the biotechnological potential of its
endophytic microorganisms. The leaves of D. macrophylla were washed and submitted to
disinfestation and were later fragmented and inoculated in BDA and Sabouraud Agar with
oxytetracycline and incubated at 30 °C for 20 days. 47 fungi were isolated and of these, 21
morphologically different fungi were selected for chemical and biological prospection. The
submerged culture was carried out in Sabouraud or Potato Dextrose Medium, incubated
at 26 °C, at 120 rpm for 14-30 days. The metabolic liquids were filtered and subjected to
liquid-liquid partition with dichloromethane and ethyl acetate (phases DCM and EtOAc). The
mycelium metabolites were extracted on ultrasound with dichloromethane, ethyl acetate and
methanol. Thin layer chromatography and 'H Nuclear Magnetic Resonance were used to
analyze the extracts. The extracts were tested for antimicrobial, antioxidant activities and
against A. salina. As a result of this work, the fungal colonization rate of D. macrophylla was
94%. In the 21 extracts were found evidence of phenolic substances, terpenes, sugars and
in four of them, alkaloids. The phase EtOAc of the fungi Dm SB 43 and Dm BDA 12c were
active against A. salina, with LCso of 109.5 and 605.5 pg/mL, respectively. No extract showed
antioxidant activity and 18 showed antimicrobial activity for at least one bacterium. The
fungus Dm SB 33 showed the highest spectrum of activity, being active against four bacteria:
Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii and Pseudomonas
aeruginosa. Only the fungus Dm SB 33 showed activity against S. aureus. No activity against
E. coli was observed. Therefore, this study demonstrated the diversity of chemical classes
and the potential for biological activities of the endophytic fungi of D. macrophylla.
KEYWORDS: Amazon; Biotechnology; Secondary metabolism.

11 INTRODUCAO

Os produtos naturais foram e ainda sao indispensaveis para o desenvolvimento e
descoberta de novos medicamentos (BRANDAO; P. DAVID; COUTO; NASCIMENTO;
M. DAVID, 2010; CRAGG; KATZ; NEWMAN; ROSENTHAL, 2012; NEWMAN; CRAGG,
2016). Dos medicamentos novos e aprovados entre os anos de 1981 e 2014 apenas 27%
eram totalmente sintéticos, sem nenhuma inspiracdo em produtos naturais (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Os vegetais sao uma importante fonte de produtos naturais, entretanto, a
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producéo dos metabdlitos pode variar de acordo com o clima, disponibilidade de nutrientes,
dentre outros fatores, tornando-se um entrave para a produ¢éo industrial. Por isso, sao
necessarias pesquisas que abordem outras fontes dessas substancias bioativas ou seus
similares para uma producéo mais eficiente (LI et al., 2015).

Os micro-organismos também apresentam um enorme potencial de producédo de
substancias bioativas (NEWMAN; CRAGG, 2016; STROBEL, 2003). Parte destes micro-
organismos é denominada como “micro-organismos endofiticos”, pois na totalidade ou
em parte do seu ciclo de vida eles habitam o interior de uma planta no espaco intra
ou intercelular, sem causar danos aparentes a hospedeira (KUSARI; HERTWECK;
SPITELLER, 2012; TAN; ZOU, 2001; ZHANG; SONG; TAN, 2006). Esses micro-organismos
sao parte da diversidade microbiana ainda pouco explorada, e apresentam um enorme
potencial de producéo de substancias bioativas que poderao ser aplicadas na medicina,
industria ou agricultura (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013; STROBEL, 2003). Estima-
se que existam aproximadamente 300 mil espécies de plantas e que cada uma possui
pelo menos um endéfito, assim sendo, o potencial de descoberta de novas espécies e
de novas substancias em estudos com micro-organismos endofiticos é muito elevado
(CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013; KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012).

Como a diversidade de endoéfitos € maior em areas de clima tropical e subtropical, as
pesquisas com foco em plantas presentes nesses ecossistemas podem ser promissoras
para a descricao de novas espécies de endofitos e de novos produtos naturais (STROBEL,
2003). Um importante representante da biodiversidade mundial € o Brasil, cuja
biodiversidade é estimada em aproximadamente 1,8 milhdes de espécies e apenas cerca
de 11% ja foram catalogadas (SISTEMA DE INFORMACAO SOBRE A BIODIVERSIDADE
BRASILEIRA [SiBBr], 2016). Embora ja seja conhecido o grande potencial que os micro-
organismos endofiticos possuem para a producao de metabdlitos secundarios bioativos,
eles ainda sao pouco explorados, inclusive os associados aos vegetais do Brasil (ZANARDI
et al., 2012). Tal informacdo vem de encontro com o futuro das florestas tropicais que
a cada ano esta diminuindo, o que reduz as chances de descoberta de novos micro-
organismos e de seus produtos e aumenta a necessidade e urgéncia de novos estudos com
esta abordagem (STROBEL, 2003). Os micro-organismos endofiticos representam uma
opcao para a producao de metabdlitos vegetais visto que devido a interacédo e coevolugao
ocorrida ao longo do tempo, alguns deles podem captar parte do DNA da planta e produzir
compostos antes associados ao hospedeiro (STROBEL, 2003; ZHANG et al., 2006). Além
disso, o cultivo microbiano € um processo controlado e sem interferéncias ambientais
(KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012).
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2| METODOLOGIA

A coleta do material vegetal utilizado neste trabalho ocorreu na Reserva Florestal
Adolpho Ducke (Reserva Ducke), situada na periferia de Manaus, com acesso pelo Km
26 da estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010), Amazonas, Brasil, nUmero de autorizagdo do
IBAMA: 16970-1.

A desinfeccdo do material vegetal foi realizada em cinco folhas saudaveis e com
poucos sinais de herbivoria que foram lavadas em agua corrente com detergente liquido
neutro. Na camara de fluxo laminar, as folhas foram imersas sequencialmente em béqueres
contendo agentes desinfetantes: alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio 2,5% por
3 minutos e alcool 70% por 1 minuto. Em seguida, o material vegetal foi imerso em dois
béqueres com agua destilada estéril dos quais retirou-se uma aliquota de 50 yL para o
controle da assepsia que foi inoculada em uma placa de Petri contendo BDA (SOUZA et
al., 2004). As amostras foram cortadas em pequenos fragmentos (5 x 5 mm) que foram
inoculados (cinco fragmentos por placa), em quintuplicata, em placas de Petri contendo
Agar Batata Dextrose e Agar Sabourad suplementados com oxitetraciclina 125 pg/mL.
As placas foram incubadas a 30 °C por 20 dias e durante esse periodo acompanhou-se
o surgimento das hifas fungicas para fora do tecido vegetal e realizou-se o isolamento
fungico. Posteriormente os fungos foram submetidos a purificacdo e conservacao pelo
método Castellani e congelamento a -80 °C (SOUZA, 2006).

2.1 Preparo dos extratos fungicos

Os fungos isolados foram cultivados em BDA e Agar SB e ap6s 8 dias de
crescimento eles foram submetidos ao cultivo submerso. O cultivo submerso foi realizado
em Erlenmeyers de 500 mL contendo 300 mL de caldo Sabouraud ou Batata Dextrose
acrescidos de 0,2% de Extrato de Levedura. Quatro fragmentos do meio (6 x 6 mm)
contendo o crescimento fungico foram inoculados nos Erlenmeyers que foram incubados
a 26 °C sob agitacdo de 120 rpm. Os fungos endofiticos foram incubados de 14 a 30
dias, de acordo com a observacdo de suas caracteristicas morfofisioldgicas durante o
experimento.

Apéds o término do cultivo submerso, utilizando um sistema a vacuo (kitassato, funil
de Blchner e papel de filtro) os liquidos metabdlicos foram filtrados e separados dos
micélios. As extracbes dos metabdlitos secundarios intra e extracelulares (dos micélios
e dos liquidos metabdlicos, respectivamente) ocorreram com solventes de baixa a alta
polaridade. Utilizando-se os micélios realizaram-se de trés a quatro extracoes, para cada
solvente, em um banho de ultrassom durante 20 minutos. As substancias presentes nos
liquidos metabdlicos foram extraidas a partir de uma particéo liquido-liquido. Preparou-
se uma solucgao hidroalcodlica adicionando-se aos liquidos metabdlicos 0 mesmo volume

do solvente MeOH (1:1). Esta solucao foi transferida para um funil de separacéo e foram
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realizadas pelo menos trés extragdes com os solventes DCM e AcOEt. Os extratos foram
concentrados em rotaevaporador sob temperatura de 40 °C.

2.2 Prospeccao Quimica

Todos os extratos fungicos foram submetidos a analise por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC), utilizando-se cromatofolhas de aluminio impregnadas com
silica 60 contendo indicador de fluorescéncia UV 254 nm. Como revelador fisico empregou-
se a luz ultravioleta nos comprimentos de onda UV 254 e 365 nm (revelador para duplas
ligagcbes conjugadas), e como reveladores quimicos: vapores de iodo (revelador para
substancias contendo ligacbes duplas - manchas amareladas), reagente de Dragendorff
(revelador para alcaloides, compostos nitrogenados heterociclicos e aminas quaternarias
— manchas de coloracao alaranjada), sulfato cérico (revelador geral, mas especialmente
usado para detectar terpenos — manchas roxas - avermelhadas) e cloreto férrico (revelador
para substancias fendlicas — manchas azuladas) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997;
WAGNER; BLADT, 1996).

Os extratos provenientes de cada fungo endofitico que possuiam massa acima de 15
mg ou que apresentaram indicios de alcaloides na CCDC foram submetidos a Ressonéncia
Magnética Nuclear de 'H (com frequéncia de 300 MHz). Para o processamento dos dados

e analises dos espectros utilizou-se o software TopSpin 3.5pl7 (Bruker).

2.3 Atividades Quimica e Bioldgica
2.3.1 Ensaio de Toxicidade Frente a Artemia salina Leach

O ensaio de atividade citotoxica foi realizado de acordo com o desenvolvido por
Meyer e colaboradores (1982) com adaptacbes. Para uma triagem inicial, os extratos
foram testados em triplicata, na concentracdo de 1.000 pg/mL, solubilizados em DMSO
25%. ApOs esses resultados prosseguiu-se com o ensaio em diferentes concentracdes
apenas com os extratos que foram ativos. Neste teste, os ovos de Artemia salina Leach
foram eclodidos durante 48 h em agua do mar sintética (38 g/L de sal marinho) sob aeracao
e iluminacao artificiais. Em uma placa de 24 pocos transferiram-se dez nauplios para
cada poco contendo os extratos fungicos. Como controle negativo do ensaio utilizaram-
se DMSO 25% e agua do mar sintética. Apds 24 h sob iluminagao artificial contaram-se
os microcrustaceos mortos. Consideraram-se mortos os microcrustaceos que, mesmo
com uma leve agitacdo no sistema, nao apresentavam movimentos por mais de dez
segundos. A CLso (concentracdo necessaria para matar a metade dos organismos testes)
foi determinada usando o software PoloPlus versdo 1.0, com intervalo de confianca de
95%, e a média e desvio padrao foram calculados pelo programa Microsoft Excel 2013.
De acordo com a toxicidade, os extratos foram classificados em: inativos (CLso acima de
1.000 pg/mL), moderadamente ativos (CLso entre 100 e 900 pg/mL) ou fortemente ativos
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(CLso abaixo de 100 pyg/mL) (ANDERSON et al., 1991; DAVID et al., 2001).

2.3.2 Ensaio antioxidante

No ensaio antioxidante utilizou-se a metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier
e Berset (1995). O ensaio antioxidante foi realizado em triplicata, empregou-se como
controle negativo agua deionizada, como o agente oxidante o DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) e como padrao de referéncia o acido ascorbico. Os extratos foram testados na
concentracao de 0,5 mg/mL, solubilizados em MeOH. Adicionaram-se em microtubos 10
uL de extrato (0,5 mg/mL) e 990 uL de DPPH e aguardou-se 30 minutos em local escuro.
Realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (A= 517 nm) e a partir da curva-padrao (acéao
antioxidante do acido ascorbico sobre o DPPH) e das absorbéncias resultantes da acao
dos extratos avaliou-se o potencial antioxidante dos extratos testados.

2.3.3 Ensaio antibacteriano

Neste ensaio empregou-se a técnica de difusdo em Agar conforme o manual M02-A11
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE [CLSI], 2012). Neste ensaio
utilizaram-se as cepas: Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Citrobacter freundii (ATCC
8090), Enterobacter cloacae (ATCC 13047), Escherichia coli (ATCC 11775), Klebisiella
pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Staphylococcus
aureus (ATCC 12600), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) cedidas pela Colecao
de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria — CRMVS, FIOCRUZ-INCQS,
Rio de Janeiro, RJ. Os meios de cultura empregados foram o caldo e o agar Mueller-Hinton,
a temperatura de incubacéao foi de 35 + 2 °C, e foram testados os extratos metanélicos na
concentracao de 5 mg/mL solubilizados em DMSO 10%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados e purificados 47 fungos endofiticos a partir de 50 fragmentos foliares,
resultando em uma taxa de colonizacdo de 94%. De acordo com as caracteristicas
morfolégicas, macro e microscopicas (coldnia: tipo de borda, raio de crescimento, relevo,
textura, coloracédo; tipo de hifas, presenca e formato de esporos) selecionaram-se 21
fungos diferentes para a realizagdo das fermentagdes submersas.

Ao analisar os micro-organismos isolados, observa-se que a comunidade de fungos
endofiticos de D. macrophylla é diversa, sendo composta por fungos morfologicamente
distintos, bem como ocorre em outras espécies da familia Rubiaceae (FERNANDES et al.,
2009; VIEIRA et al., 2012).

A descricao de fungos endofiticos associados ao género Duroia € extremamente
escassa. Além da pesquisa com endofitos de Duroia macrophylla encontra-se na literatura
apenas o estudo com Duroia hirsuta que possibilitou o isolamento de Stelliosphaera
formicum, uma nova espécie fungica com atividade contra S. aureus (FORCINA et al.,
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2015). Portanto, a presente pesquisa possui um importante papel para a contribuicado do
conhecimento de enddfitos e de seus extratos em espécies do género Duroia.

3.1 Prospeccao quimica

A prospeccdo quimica dos extratos revelou indicios de substéncias com duplas
ligacbes, substancias fendlicas, alcaloides, terpenos, aclcares e graxas. A presenca de
alcaloides foi detectada através da CCDC nos extratos diclorometéanicos dos micélios dos
fungos Dm SB 43 e Dm BDA 41b e nos liquidos metabdlicos extraidos com DCM (fase-
DCM) dos fungos Dm SB 43, Dm BDA 13 e Dm BDA 21.

Os espectros de RMN de 'H dos extratos dos fungos endofiticos com indicios
de alcaloides na CCDC apresentaram uma grande variedade de sinais. Os espectros
dos extratos MDCM e FDCM do fungo Dm SB43 (Figuras 1 e 2) apresentaram sinais
caracteristicos de hidrogénios metilicos, hidrogénios metinicos e metilénicos ligados a
carbono com duplas ligacdes, hidrogénios de carbonos carbindlicos, de hidrogénios ligados
a carbonos de duplas ligacoes isoladas e conjugadas. O espectro do extrato FDCM do
fungo Dm SB43 é semelhante ao do extrato MDCM do mesmo fungo, exceto pelos sinais
caracteristicos de hidrogénios metilénicos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).
Além desses sinais observa-se no espectro de RMN de 'H do extrato FDCM do fungo
Dm BDA 13 (Figura 3) um sinal (9,69 ppm) que pode indicar a presenca de aldeido e a
auséncia de sinais de hidrogénios metinicos e metilénicos ligados a carbono com duplas
ligacdes.

H metilénicos

H metinicos e metilicos
ligados a C de ligac3o dupla

H metilicos

H de C carbinblicos ‘ ‘i )

H ligados a C de |
Duplas isoladas / = |

i

H ligados a C de
Duplas conjugadas

il g

,_.._,AA—#'JI kli-..__ﬁ-*.__?—‘uuul‘ /" Jr

T"L.'uﬂ '“M

Figura 1: Espectro de Ressonéncia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, CDCIs) do extrato
diclorometanico do micélio do fungo endofitico Dm SB 43 de Duroia macrophylia.
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Figura 2: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, DMSO-ds) da fase
diclorometanica do liquido metabdlico do fungo endofitico Dm SB 43 de Duroia macrophyilla.
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Figura 3: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, DMSO-dé) da fase
diclorometénica do caldo metabdlico do fungo endofitico Dm BDA 13 de Duroia macrophylla.

Os espectrosdo extrato MDCMdo fungo Dm BDA41b apresentou sinais caracteristicos
de hidrogénios metilicos, metilénicos de alcanos alifaticos, hidrogénios caracteristicos de
triglicerideos e de carbono de dupla ligacéo isolada (Figura 4). O espectro do extrato
FDCM Dm BDA 21 (Figura 5) apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos e
de alcanos olefinicos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2012).
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Figura 4: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, CDCI3) do extrato
diclorometénico do micélio do fungo endofitico Dm BDA 41b de Duroia macrophyila.
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Figura 5: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (300 MHz, CDCI3) da fase
diclorometéanica do caldo metabdlico do fungo endofitico Dm BDA 21 de Duroia macrophylla.

3.2 Atividades Quimica e Bioldgica

Os extratos ativos contra A. salina foram os provenientes da particao fase-acetato de
etila (FACOEt) dos liquidos metabdlicos dos fungos Dm SB 43 e Dm BDA 12c com CLso
de 109,5 e 605,5 pyg/mL, respectivamente, classificados com atividade moderada. Esses
resultados séo importantes para uma pré-avaliacao dos extratos fungicos e monitoramento
de suas bioatividades. ApOs essa triagem, os extratos podem ser encaminhados para
uma avaliacdo mais especifica, como os testes de atividade antitumoral (HARADA, 2009;
MEYER et al., 1982).

Nao foi observada nenhuma atividade antioxidante significativa nos extratos
fungicos testados na concentracéo de 0,5 mg/mL, apesar dos espectros de RMN de 'H
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apresentarem sinais na regido de hidrogénios aromaticos. Portanto, esses sinais nao
devem ser de substancias fendlicas ou esse tipo de substéncia encontra-se em uma baixa
quantidade no extrato.

Os extratos apresentaram atividade contra pelo menos um micro-organismo teste,
exceto os extratos dos fungos Dm SB 21, Dm BDA 24 e Dm BDA 53. O extrato do fungo
Dm SB 33 apresentou o maior espectro de atividade, sendo ativo contra quatro bactérias:
E. cloacae, S. aureus, A. baumanii e P. aeruginosa (9, 10, 11 e 11 mm, respectivamente).
Os maiores halos de inibicdo do ensaio foram observados para o extrato do fungo Dm SB
43 contra S. epidermidis e K. pneumoniae (13 mm). Apenas o extrato do fungo Dm SB 33
demonstrou atividade contra S. aureus (halo de 10 mm).

N&o foram observadas atividades contra E. coliem nenhum extrato testado. Observa-
se que dentre os 21 fungos testados, 18 apresentaram atividade antibi6tica contra pelo
menos um micro-organismo. Tal fato reafirma o potencial que esses micro-organismos
podem apresentar.

Portanto, considerando que o surgimento de micro-organismos resistentes aos
antibiéticos impulsiona o aumento das pesquisas que desenvolvam novas alternativas
a esses medicamentos, reafirma-se que os endéfitos apresentam-se como uma op¢ao,
por serem potenciais produtores de substancias antimicrobianas (MARTINEZ-KLIMOVA;
RODRIGUEZ-PENA; SANCHEZ, 2017).

41 CONCLUSAO

A partir desta pesquisa pode-se concluir que a planta Duroia macrophylla possui um
alto indice de colonizagao fungica e que os extratos de seus fungos endofiticos apresentam
uma diversidade de classes quimicas com potencial de atividade biologica.
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RESUMO: Os residuos organicos tém uma
representacdo consideravelnosresiduossolidos
gerados no Brasil, podendo ser utilizados como
fonte alternativa de energia para o crescimento
de fungos na producéo de enzimas hidroliticas,
como lipases. Essas enzimas tém varias
aplicacdes biotecnolbgicas. Assim, este trabalho
avaliou a producéo de lipase da linhagem

Monascus ruber utilizando residuos de sorvete
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como substrato. Os resultados mostraram que
a atividade enziméatica de controle (azeite) foi
de 0,45U / mL, seguida de atividade enzimatica
especifica de 0,2U / mg de proteina. Por outro
lado, ao utilizar concentragdes crescentes de
residuos de sorvete, observou-se atividade
enzimatica e atividade enzimatica especifica,
respectivamente de 0,30U / mL e 0,019U /
mg, quando 1%, 0,33U / mL e 0,027U / mg de
proteina, quando 3% e 0,55U / mL e 0,6U / mg
de proteina quando 5%. Com esses resultados,
€ possivel inferir que o desperdicio de sorvete é
um importante substituto do azeite na producéao
de lipase pela linhagem M. ruber.
PALAVRAS-CHAVE: enzimas; biotecnologia;
residuos agroindustriais

ABSTRACT:
considerable representation in the solid wastes

Organic wastes have a
generated in Brazil, these wastes can be
used as an alternative energy source for the
growth of fungi in the production of hydrolytic
enzymes such as lipases. These enzymes have
several biotechnological applications. Thus, this
work evaluated the production of lipase from
Monascus ruber strain using ice cream waste
as inductor substrate. The results showed that
enzymatic activity of control (olive oil) was 0.45U

/ mL, followed by specific enzymatic activity of
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0.2U / mg of protein. In contrast, when using increasing concentrations of ice cream waste
was observed enzymatic activity and specific enzymatic activity, respectively of 0.30U / mL
and 0.019U / mg, when 1%, 0.33U / mL and 0.027U / mg protein, when 3% and 0.55U / mL
and 0.6U / mg protein when 5%. With theses results it is possible to infer that ice cream waste
comprises an important replacer to olive oil in lipase production by M. ruber strain.
KEYWORDS: Enzymes; biotechnology; agro-industrial waste.

11 INTRODUCAO

Os rejeitos organicos tém uma grande representatividade nos residuos soélidos
gerados no Brasil e sdo oriundos majoritariamente da area urbana, tendo a industria
alimenticia uma grande contribuicdo no depoésito destes no meio ambiente (ABRELPE,
2016). Estudos comprovam que residuos alimenticios podem ser utilizados como fonte
energética alternativa para crescimento de fungos na produg¢ao de enzimas hidroliticas
(MAHADIK et al., 2002; GOMBERT et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2006). Os fungos séao
importantes produtores de enzimas hidroliticas de interesse industrial tais como a lipase.
Essas enzimas podem ter diversas aplicagdes biotecnoldgicas, sendo frequentemente
utilizadas na industria alimenticia, no tratamento de efluentes oleosos, entre outras
(CARVALHO et al., 2015; COLLA, et al., 2012; RIBEIRO et al., 2011).Desta forma, este
trabalho teve por objetivo avaliar a producéo de lipase a partir da cepa de Monascus ruber
utilizando o residuo de sorvete como nutriente.

2| METODOLOGIA

O fungo foi inoculado em placa de Petri contendo o meio de cultura Agar Extrato
de Malte e mantido a 30°C por 72 horas, para a obtencao dos blocos de gelose com
o crescimento microbiano. Apds esse periodo 5 blocos (99mm) da colbnia fungica
foram transferidos para frascos de Erlenmeyer (250mL) contendo residuo de sorvete
nas concentracdes de 1, 3 e 5% em 50mL agua destilada esterilizada. Os frascos foram
incubados a 30°C por 96 horas em condi¢céo estatica. O controle positivo foi realizado
nas mesmas condi¢ées acima, substituindo o residuo do sorvete por 1% de éleo de
oliva extravirgem. Depois do periodo de incubacéo, o caldo fermentado foi separado do
micélio por centrifugagcdo 16.380G por 7 minutos e o sobrenadante foi utilizado para a
quantificacdo enzimatica e o micélio descartado. Para a deteccéo da atividade lipolitica
foi utilizado o método descrito por Winkler e Stukman (1979), modificado por Lima et al
(2004), e para a quantificacao proteica foi utilizado o método de Bradford (1976). A leitura
foi realizada por espectrofotometria a 410nm e 595nm respectivamente.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que o teste controle com o 6leo de oliva mais M. ruber
apresentou atividade enziméatica especifica de 0,45U/mL e 0,02U/mg de proteina. Nos
ensaios com residuo de sorvete a 1% foram de 0,30U/mL e 0,019U/mg de proteina; com
3% foram de 0,33U/mL e 0,027U/mg de proteina e com 5% foi de 0,55U/mL e 0,06U/mg
de proteina, respectivamente.

41 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que Monascus ruber que ja foi isolado do residuo
de sorvete, foi capaz de produzir lipase utilizando o residuo como fonte de energia. O
fungo por ter sido isolado deste meio que possui uma grande quantidade de gordura,
naturalmente espera-se que tenha um aparato enzimatico adaptado. Amaior concentracao
do residuo obteve-se maior atividade lipolitica, sendo possivel substituir o 6leo de oliva.

APOIO

CAPES e FACEPE - érgaos de fomento concedentes de bolsa dos participantes; e
ao LAMAI/UFPE onde os experimentos foram realizados.
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DOCE CASCA ROXA

RESUMO: Os cogumelos sao potenciais
recursos em processos biotecnoldgicos, dentre
eles, Pleurotuseryngiidestaca-seprincipalmente
como enriquecedor de alimentos, bem como,
comprovadas atividades biologicas atribuidas
a seus compostos bioativos. Atualmente ha
um constante desenvolvimento de pesquisas
direcionadas ao conhecimento das melhores
condicdes de cultivo, crescimento e rendimento
destas espécies. Deste modo, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar P. eryngii quanto a producao
de biomassa em meio contendo batata-doce
casca roxa como fonte natural de carbono. P.
eryngii foi reativado em agar-batata-dextrose
(BDA) com 0,5% de extrato de levedura (YE)
e incubado a 25 °C na auséncia de luz por 10
dias. Para o primeiro cultivo submerso utilizou-
se de meios de cultura preparados a base da
infusdo de 200g/L de batata-doce e glicose (20
g/L), e abiomassa recuperada a cada 5 dias. No
segundo cultivo, realizou-se um planejamento
fatorial de 23 com 4 pontos centrais, sendo os
fatores analisados a concentracdo da glicose,
extrato de levedura e peptona, todos a base
da infusdo de 200g/L de batata-doce casca
roxa. Em cada meio de cultura inoculou-se
discos miceliais de P. eryngii e incubados em
agitador orbital a 150rpm, 25°C na auséncia de
luz por 15 dias. Os resultados obtidos apontam
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que apo6s planejamento fatorial a producao de biomassa (24,78g/L) no ensaio 3 duplicou
quando comparado ao primeiro experimento (12,02g/L), em 15 dias. As fontes complexas
de nitrogénio que foram adicionadas ao meio de cultura favoreceram um aumento de
rendimento, sugerindo uma influéncia positiva no crescimento do fungo. Além disso, o uso da
batata doce var. casca roxa pode ser considerada uma fonte de carbono natural alternativa
para a producao de biomassa de P. eryngii.

PALAVRAS-CHAVE: Cogumelo; Cultivo submerso; Fontes nutricionais

EVALUATION OF BIOMASS PRODUCTION OF THE PLEUROTUS ERYNGII (DPUA 1816)
FROM SWEET-POTATO PURPLE PEEL

ABSTRACT: Mushrooms are potential resources in biotechnological processes, among
them, Pleurotus eryngii stands out mainly as a food enricher, as well as, proven biological
activities attributed to its bioactive compounds. Currently, there is a constant development of
research to understand the best conditions for cultivation, growth and yield of these species.
Thus, the objective of this research was to evaluate the biomass production of P. eryngii in
medium containing sweet potato purple peel as a natural source of carbon. P. eryngii was
reactivated on potato-dextrose agar (PDA) with 0.5% yeast extract (YE) and incubated at
25°C in the absence of light for 10 days. The first submerged culture media was prepared with
the infusion of 200g/L of the sweet potato and glucose (20 g/L) and the biomass recovered
every five days. In the second submerged culture, a factorial design of 23 with 4 central points
was utilized to evaluate the glucose, yeast extract and peptone concentration, all based on
the infusion of 200g/L of sweet potato purple peel. Mycelial discs of P. eryngii were inoculated
into each culture medium and incubated in an orbital shaker at 150rpm, 25 °C in the absence
of light for 15 days. The results obtained shown that after factorial design, the biomass
production (24.78g/L) in trial 3 doubled when compared to the first experiment (12.02g/L), in
15 days. The complex sources of nitrogen that were added to the culture medium favored an
increase in yield, suggesting a positive influence on the growth of the fungus. In addition, the
use of sweet potato var. purple peel can be considered an alternative natural carbon source
for biomass P. eryngii production.

KEYWORDS: Mushroom; Submerged cultivation; Nutritional sources

11 INTRODUCAO

Existem diversas espécies de cogumelos potencialmente comestiveis, porém
0 numero diminui consideravelmente quando apontadas as espécies exploradas
comercialmente no mundo (SOCCOL et al., 2017), um grande contratempo, visto que
estes macrofungos sdo apreciados desde a idade antiga por povos orientais, utilizados
principalmente como especiarias nobres em pratos culinarios (SANCHEZ et al, 2010).
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Além disso, o consumo de cogumelos comestiveis estad se difundindo mais, pois
pesquisas cientificas apontam para suas atrativas caracteristicas nutricionais e sensoriais
(SALES-CAMPOS et al., 2011), bem como inUmeras propriedades medicinais oriundas
de seus metabdlitos, que fazem deles alternativas terapéuticas e funcionais, uteis na
prevencéo e tratamento de muitas doencas (ZHIMING et al., 2016; ZHANG et al., 2019).

Por essas qualidades Pleurotus spp. sao importantes fungos comestiveis cultivados
comercialmente, com uma producado estimada em cerca de 6.460,000,000 toneladas,
ocupando o segundo lugar em producédo em nivel mundial (ROYSE et al., 2017). Fungos
deste género possuem metabolismo singular que assimilam uma grande variedade de
substratos disponiveis, embora, sejam mais encontrados em climas tropicais e subtropicais
Uma das caracteristicas mais interessantes é o fato deles serem cultivados artificialmente
(TORRES et al., 2013). Incluido neste género, encontra-se Pleurotus eryngii, conhecido
popularmente como cogumelo-do-cardo, ou cogumelo-rei, originalmente consumido na
Europa, mas atualmente amplamente distribuido pelo mundo (MA et al, 2018). O aumento
do consumo é decorrente do maior prazo de validade, sabor e odor agradaveis e de
altissima qualidade gastron6mica, considerado superior a outras espécies do género
(ZOU et al., 2018; IQBAL et al., 2018),

Desta forma, sugere-se que o macrofungo possa ser cultivado em meio liquido, uma
das técnicas mais usadas e praticas para obtencdo do micélio fungico (MOKOCHINSKI
et al.,, 2015) e biomoléculas que apresentam propriedades especificas de interesse
biotecnologico e, consequentemente, de grande valor agregado, tais como os antibibticos,
enzimas, vitaminas, ergosterol, dentre outros (ROSADO et al., 2003; HRISTOZOVA, 2005).
Tal bioprocesso garante também um melhor controle dos parametros fisico-quimicos do
cultivo, a recuperacédo de metabdlitos extracelulares e a determinacdo de biomassa sao
facilitadas, sendo realizadas por filtracdo simples ou centrifugacédo para a remocéo das
células (PAPASPYRIDI et al., 2012).

Durante este bioprocesso, as técnicas de planejamento de experimentos podem
ser utilizadas como estudo inicial para posterior cultivo em larga escala, tornando-se
importante verificar a influéncia de um ou mais fatores sobre este bioprocesso. Este
tipo de projeto experimental contribui com redugao do tempo de otimizagcao, melhoria, e
diminuicao de custos, além de confiabilidade. Além disso, ao entender que o crescimento
fungico depende da presenca de elementos nutritivos presentes no meio de cultura,
uma melhor especificagcdo das condicbes de cultivo dos requerimentos nutricionais,
utilizando espécies vegetais, economicamente viaveis, como substrato de cultivo traz uma
significativa contribuicdo ao desenvolvimento de processos que proporcionem um maior
rendimento em biomassa e até em bioprodutos. Deste modo, o objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia de diferentes concentracdes nutricionais na producao de biomassa

micelial do cogumelo comestivel Pleurotus eryngii (DPUA 1816) cultivados a base de

batata-doce casca roxa por cultivo submerso.
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2 | MATERIAL E METODOS

Macrofungo e reativacao da cultura

Uma linhagem de P. eryngii (DPUA 1816) preservada em 6leo mineral foi reativada
em placas de Petri com agar batata dextrose (BDA) suplementado com extrato de levedura
a 0,5% (YE), previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos. As placas foram mantidas
em BOD a 25 °C na auséncia de luz por 10 dias (KIRSCH et al., 2011) e a cada 90 dias
foram repicados, incubados a 25 °C até que o micélio colonizasse toda a placa, e, em
seguida, armazenados a 4 °C em geladeira (RUFINO et al., 2011).

Producao de biomassa micelial de Pleurotus eryngii (DPUA 1816)

A producao de biomassa de P. eryngii foi verificada por cultivo submerso em frascos
Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL de meio de cultura com formulacao especifica, a
saber: infusdo de 200g/L de batata-doce da casca roxa [I[pomea batatas (L.). Lam], 20g/L
de glicose, com pH inicial aferido em 6,0. A partir das culturas mantidas em BDA+YE por
10 dias foram retirados trés fragmentos de micélio (J= 1cm) e adicionados aos meios de
cultura, previamente esterilizados a 121 °C por 15 minutos. Foi utilizado como controle o
meio POL, composto por 40g/L de glicose, 1g/L de peptona, 2g/L de extrato de levedura,
1g/L de K,HPO,, 0,2g/L de MgSO,, e 0,2g/L de (NH),SO, (ROSADO et al., 2003). O cultivo
submerso foi conduzido em shaker, durante 15 dias a 25 °C, sob agitagdo constante
de 150 rpm, sendo retirados frascos em triplicada a cada cinco dias em delineamento
inteiramente casualizados, a fim de verificar o periodo de maior producao micelial (KIRSCH
et al., 2011).

Com a finalidade de avaliar a influéncia de outras fontes nutricionais, bem como
diferentes concentragcées destas na producdo de biomassa fungica, foi realizado um
novo cultivo submerso variando a concentracdo de glicose (fonte de carbono), extrato
de levedura e peptona (fontes de nitrogénio) do meio de cultura. Desta forma foi
realizado com planejamento fatorial 22 completo com 4 pontos centrais, correspondendo
a 12 experimentos (BARROS NETO et al.,, 2010) sendo conduzidos em shaker com
delineamento casualizados nas mesmas condicdes do primeiro cultivo submerso. Os
niveis das variaveis analisadas estdo detalhados na Tabela 1.
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Fatores Niveis

Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Extrato de levedura (g/L) 1 2 3
Glicose (g/L) 10 20 30
Peptona (g/L) 0,5 1 1,5

Tabela 1. Niveis dos fatores para avaliacao da produgéo de biomassa de Pleurotus eryngii (DPUA
1816).

(-), (0) e (+) indicam os niveis dos fatores como inferior, central e superior, respectivamente

Apéds quinze dias de cultivo foram retirados os frascos para quantificacédo da biomassa
micelial de P. eryngii, separada por filtracdo a vacuo em papel de filtro (Whatman No.1) de
peso conhecido, lavada com agua destilada esterilizada e desidratada em 60 °C em estufa
até peso constante (KIRSCH et al., 2016). Em seguida, o pH do liquido sobrenadante de
cada experimento foi aferido com auxilio de pHametro de bancada da Marca Quimis,
devidamente calibrado.

Todos os resultados foram analisados através de analise de variancia (ANOVA)
ao nivel de 95% de significancia. Os graficos e andlises estatisticas foram realizados
utilizando-se o software “Statistica 8.0” (Statsoft, Inc., 2008, USA).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de adaptacao fungica pode demorar ou ndo a depender da espécie,
com isso os resultados referentes ao primeiro cultivo submerso a partir da infusédo de
batata-doce da casca roxa (BDCR) adicionado apenas de glicose (20 g/L) apontam a
producdo de biomassa micelial em todos os dias avaliados, sendo que no 5° dia de cultivo
a biomassa atingiu 1,95 g/L, 5,74 g/L no 10° dia e 12,02 g/L em 15 dias, mostrando um
crescimento micelial de mais que 63% em 10 dias de cultivo e 52% no ultimo dia avaliado,
sugerindo maior capacidade metabdlica em 10 dias (Tabela 2). Valores diferentes destes
foram encontrados por Bellettini (2014), ao estudar a produc&o micelial por fermentacao
submersa do cogumelo P. djamor em meios a base de fracdo liquida do palmito de
pupunha (Bactris gasipaes) numa concentracédo de 80%, obtendo uma biomassa micelial
de 1,66g/L em 14 dias de cultivo, onde devido as propriedades nutricionais do palmito era

esperado uma quantidade de biomassa muito maior.
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Substrato Producgéo de biomassa (g/L)

5 dias 10 dias 15 dias
POL (Controle) 2.2¢ 6.69° 11.022
Batata-doce (casca roxa) 1.95¢ 5.74 12.022

Tabela 2: Produgéo de biomassa micelial de Pleurotus eryngii (DPUA 1816) a partir da infuséo da
batata-doce da casca roxa (200 g/L) e glicose (20 g/L).

Médias que ndo compartilham a mesma letra séo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey.

Entretanto, quando comparado com o meio de cultura controle, os resultados
encontrados neste trabalho ndo apresentaram diferengas significativas entre si, em todos
os dias testados. Nos trabalhos de Rosado e colaboradores (2003) onde foi avaliada em
cultivo submerso a producédo de biomassa de duas linhagens brasileiras de Pleurotus
(P. ostreatoroseus Sing. e P. ostreatus var. florida) em meio POL, os resultados foram
superiores aos do presente trabalho, pois em apenas nove dias de incubacao P. ostreatus
var. florida apresentou maior biomassa (22,8 g/L) quando comparada a P. ostreatoroseus
(16,8 g/L), resultados que ja eram esperados, pois espécies diferentes tem requerimentos
nutricionais diferentes. Outros estudos sugerem que a adaptagdo do microrganismo pode
demorar mais que um unico cultivo.

Contudo, quando analisados quanto a quantidade de itens empregados em cada
meio de cultura, observa-se que no meio de cultura proposto nesta pesquisa ndo ha a
presenca das fontes sintéticas inseridas no meio POL, tais como Fosfato dipotassico
(K,HPQO,), Sulfato de magnésio (MgSO,), e Sulfato de aménio ((NH,)2,0,), tornando o
meio proposto uma alternativa mais econémica, menos elaborada e de facil manuseio.

Os 12 ensaios do planejamento fatorial para a producao de biomassa micelial de P.
eryngii (DPUA 1816) estdo mostrados na Tabela 3; e na Figura 1 encontra-se os valores
dos efeitos estimados relativos a producéao de biomassa.

Ensaio  Extrato de Levedura Glicose Peptona  Biomassa Micelial
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) pH Final
1 1 10,0 0,5 16,11 5,88
2 1 10,0 1,5 16,73 5,62
3 1 30,0 0,5 24,78 4,96
4 1 30,0 1,5 15,10 5,13
5 3 10,0 0,5 23,98 5,58
6 3 10,0 1,5 14,78 5,88
7 3 30,0 0,5 11,08 5,63
8 3 30,0 1,5 13,10 5,86
9 2 20,0 1 12,62 4,72
10 2 20,0 1 12,65 5,32
11 2 20,0 1 13,50 5,57
12 2 20,0 1 11,34 5,56

Tabela 3: Planejamento fatorial 23 com 4 pontos centrais preparados a partir da infusédo da batata-doce
da casca roxa.
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Os dados da Tabela 3 demostraram que a producdo de biomassa do cogumelo
estudado apresentou variacao de 11,08 g/L a 24,78 g/L (ensaios 7 e 3) (valores minimos e
maximos, respectivamente). Quando comparado ao primeiro experimento, este segundo
aponta que a adicao de fontes complexas de nitrogénio (extrato de levedura e peptona)
ao meio de cultura proporcionou um aumento de mais que 100% de rendimento micelial
no ensaio 3, indicando a influéncia positiva das mesmas no crescimento fangico.

As fontes de nitrogénio disponiveis no meio de cultura, tem como principal funcao
favorecer o crescimento fungico, e apesar de algumas fontes complexas de nitrogénio
sejam responsaveis por acidificar o meio de cultura, as utilizadas neste trabalho (peptona
e extrato de levedura) ndo alteraram drasticamente os indices de pH, com excecao do
ensaio 3 e 9, cujo pH final foi de 4,96 e 4,72, respectivamente, uma variacdo de no
maximo 1,2, que nao foi suficiente para inibir o crescimento fungico, visto que o ensaio
3 foi 0 mais relevante em producdo de biomassa micelial. Os dados deste trabalho séo
contrarios aos de Ozdal (2018), que afirma que quanto maior a concentracao de extrato
de levedura, maior a producéo de biomassa micelial.

No grafico de Pareto as varidveis e suas interacdes estdo representadas por
siglas e numeros no eixo vertical, conforme legenda. O comprimento da barra azul séo
as comparacdes de variaveis, e a linha vertical em vermelho é a referéncia dos efeitos
estatisticamente significativos, o que implica dizer que barras que n&o ultrapassam a linha
vertical séo efeitos ndo significativos com um nivel de 95% de confianca. E exatamente
0 que acontece na Figura 1, visto que apesar da primeira barra (2 e 3 — interacao
entre glicose e peptona) serem os efeitos mais proximos da linha vermelha, ndo séao
considerados significativos, compreendendo a necessidade de outros testes com estas
mesmas variaveis utilizando concentracdes diferentes. Dessa forma, verifica-se que a
relacéo das variaveis glicose e peptona ndo atingirem o nivel de significancia e influenciam
de maneira negativa para a produgao de biomassa. Este resultado pode ser visualizado
no diagrama de Pareto.
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Figura 1. Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis extrato de levedura (1), glicose (2) e peptona (3)
no crescimento de Pleurotus eryngii (DPUA 1535).

Contudo, é possivel observar também que quando estes trés fatores testados
sdo analisados separadamente apresentam comportamentos diferentes e podem
aumentar a producao de biomassa, pois a segunda comparacao mais promissora inclui
o extrato de levedura, seguido por peptona e glicose, respectivamente, todos analisados
separadamente.

Tais informagdes s&o importantes para entender que os substratos devem
proporcionar nutrientes e condi¢gdes apropriadas para o crescimento micelial, por isso
€ conveniente que sejam incentivadas futuras pesquisas com adicao de nutrientes ao
meio que favorega o crescimento fungico e aumente a producdo micelial, sem elevar o
custo. Deste modo a batata-doce € uma raiz tuberosa que quando comparada com outras
estruturas vegetais amilaceas, possui maior teor de matéria seca, carboidratos, lipidios,
céalcio e fibras que a batata, mais carboidratos e lipidios que o Inhame e mais proteina
que a mandioca (EMBRAPA, 2008), por isso pode servir como fonte natural de nutrientes
que podem ser requeridas por espécies fungicas. Luz et al. (2012) afirma que para o uso
de diferentes tipos de substratos por fungos depende diretamente de sua capacidade de
secretar enzimas, principalmente enzimas hidroliticas envolvidas na degradacado destes
substratos.

Outro dado que pode ser analisado é o método de superficie de resposta, técnica
estatistica utilizada na modelacéo e anélise de problemas, cuja resposta é otimizada e sofre
influéncia por varios fatores. A resposta € otimizada por meio da relacéo entre as variaveis
dependentes e independentes, que pode ser linear, quadratica, cubica, exponencial, entre
outras (LIMA e LIMA, 2014). Um ajuste quadratico, ou polinomial de 2° grau, significa que
o modelo de ajuste dos dados experimentais ndo € uma reta (linear), e sim uma curva.
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Esses resultados do diagrama (Figura 2) demonstram que ha uma fraca influéncia
linear das variaveis de estudo, ou seja, a tendéncia nao linear significa que ao aumentar
qualquer pardmetro ndo necessariamente aumentara a producéo de biomassa de maneira
significativa e de modo proporcional.

Fitted Surface; Variable: resp Fitted Surface; Variable: resp
2**(3-0) design; MS Residual=22,50193 27*(3-0) design; MS Residual=22,50193

A DV: resp B DV: resp

-
[ ERE]
<18
| Bk E<17
B <18 <16
CJ<16 Ens
B <14 = < 14
12 -3

Figura 2. Grafico de superficie de resposta demostrando a rela¢do ente as variaveis extrato de
levedura x peptona (A), glicose x extrato de levedura (B).

Além disso, o crescimento micelial em meio liquido pode ser uma alternativa viavel
para obter compostos bioativos, devido ao mais curto tempo de incubagéo, e o possivel
aumento do rendimento de biomassa em comparagdo com a producédo de basidiomas
(CARDOSQO et al., 2017).

Outras pesquisas ja foram publicadas para producédo de biomassa micelial de
espécies do género Pleurotus, utilizando diferentes fontes naturais como substrato, a
exemplo de Ferdinandi e Rosado (2008) que verificou trés diferentes tratamentos com
extrato aquoso de Gingko biloba (GB) em meio BD (batata-dextrose) para melhor produgcéao
de biomassa micelial de P. ostreatus em 14 dias de cultivo, adquirindo até 142 g/L de
biomassa micelial. Mumpuni et al. (2017) cultivou a espécie P. ostreatus utilizando como
recurso natural o extrato de semente de milho, extrato de malte, extrato de farelo de
arroz, e notaram médias superiores de biomassa micelial em 11,71 g/L, 7,76 g/L e 6,70
g/L, respectivamente, diferente desta pesquisa, Mumpuni et al. (2017) precisou de 28 dias
para alcancar tais médias.

41 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que a batata doce var. casca roxa pode ser considerada uma
fonte de carbono natural alternativa para a producdo de biomassa de P. eryngii (DPUA

1816). O macrofungo cresce em meio com fontes complexas de nitrogénio e carbono,
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sendo a condi¢ao que favoreceu a maior produgéo de biomassa 0,5 g/L de peptona e 1g/L
de levedura,30g/L de glicose e apesar do grafico de Pareto mostrar maior interacao entre
as variaveis extrato de levedura e peptona, sdo necessarios hovos ensaios considerando
outras concentragdes destas mesmas variaveis, a fim de aumentar o crescimento fungico.
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A determinagcdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) de leveduras s6 foi possivel
gracas ao desenvolvimento de métodos de
referéncia padrédo desenvolvido pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Entretanto, ha necessidade de revisdo. O
estudo teve como objetivo comparar os
resultados da CIM do fluconazol obtida com
0o uso do meio RPMI-1640 (meio padrao),

com os resultados obtidos com 0 uso do meio
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Yeast Nitrogen Base (YNB) e de Sabouraud
dextrose, contendo peptona de soja e peptona
bacteriologica, frente a C. albicans (ATCC
60193). A técnica de microdiluicdo foi realizada
de acordo com a norma M27-A3 do CLSI. C.
albicans foi testada conjuntamente nos quatros
meios de cultura e em duplicata. Para esse
experimento todos os meios foram tamponados
com acido3- (N-morfolino) propanosulfénico
(MOPS) e ajustados ao pH de 7,0 com NaOH.
As CIMs obtidas pelo método alternativo
foram consideradas equivalentes ao método
ambas

referéncia quando

exatamente o mesmo valor ou diferenca de

apresentaram

apenas uma diluicdo. Para fins de comparacao,
leituras espectrofotométricas em placa foram
realizadas conjuntamente com as leituras
visuais no tempo 0, 24 e 48 horas. Ainda, a
curva de crescimento de C. albicans no tempo
0, 24 e 48 horas nos quatros meios de cultura foi
determinada. Independente do meio utilizado,
no tempo de 24 horas de incubacéo, a leitura
visual da CIM foi de dificil observacdo. Ja o
tempo de 48 horas teve concordancia com o
meio padrdao da norma (RPMI-1640) e foi facil
visualizar a CIM. Este resultado corrobora com
a indicagdo da norma M27-A3 que recomenda
gue para as espécies de Candida, a leitura final
seja apds 48 horas (CLSI, 2008). A dificuldade
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da leitura em 24 horas, foi minimizada quando a CIM foi lida em espectrofotémetro, obtendo-
se uma leitura mais objetiva. Segundo Kaya et al. (2012), quando se usa procedimentos
cinéticos, a CIM das drogas antifungicas podem ser determinadas em qualquer ponto
desejado do periodo de incubacdo, ndo necessariamente tendo que esperar o periodo de 48
horas para a leitura final. Quanto ao crescimento da levedura nos 4 meios, 0 meio Sabouraud
dextrose contendo peptona bacterioldgica, quando comparado aos demais, néo favoreceu
o crescimento da levedura. Os dados obtidos neste trabalho estimulam mais estudos que
investiguem a possibilidade do uso de meios de culturas alternativos e financeiramente
econOmicos no teste de determinacéo da sensibilidade de leveduras a terapia antifungica.
PALAVRAS-CHAVE: Levedura, Microdiluicao e Susceptibilidade

The determination of yeast Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was only possible just
because to the development of standard reference methods stablished by the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). However, there is a need for revision. The study aimed
to compare the results of the MIC of fluconazole obtained using the RPMI-1640 medium
(standard medium), with the results obtained using the Yeast Nitrogen Base (YNB) and
Sabouraud Dextrose medium, containing soy peptone and bacteriological peptone, against
Candida albicans (ATCC 60193). The microdilution technique was performed according to
CLSI standard M27-A3. C. albicans was tested in the four culture mediums and in duplicate.
For this experiment, all mediums were buffered with 3- (N-morpholino) propanesulfonic
acid (MOPS) and adjusted to pH 7.0 with sodium hydroxide (NaOH). The MICs obtained
by the alternative method were considered equivalent to the reference method when both
presented exactly the same value or difference of just one dilution. For comparison purposes,
plate spectrophotometric readings were taken together with visual readings at time 0, 24
and 48 hours. In addition, the growth curve of C. albicans at time 0, 24 and 48 hours in the
four culture mediums was determined. Regardless of the medium used, within 24 hours of
incubation, visual reading of the MIC was difficult to observe. However, the time of 48 hours
was in accordance with the standard means of the standard (RPMI-1640) and it was easy
to visualize the MIC. This result corroborates with the indication of the M27-A3 standard that
recommends that for Candida species, the final reading should be after 48 hours (CLSI,
2008). The difficulty of reading in 24 hours was minimized when the MIC was read on a
spectrophotometer, obtaining a more objective reading. According to Kaya et al. (2012), when
using kinetic procedures, the MIC of antifungal drugs can be determined at any desired point
in the incubation period, not necessarily having to wait 48 hours for the final reading. As for
the growth of yeast in the four culture mediums, the Sabouraud dextrose medium containing
bacteriological peptone, when compared to the others, did not favored the growth of the
yeast. The data obtained in this work stimulate further studies that investigate the possibility
of using alternative and financially economical cultures in the test to determine the sensitivity
of yeasts to antifungal therapy.

KEYWORDS: Yeast, Microdilution and Susceptibility
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RESUMO: Este estudo teve por objetivo
caracterizar espécies de Candida isolados
de mucosa oral de pacientes odontoldgicos
antes e apdés cirurgia para implantes dentarios
quanto aos fatores de viruléncia e perfil de
suscetibilidade in vitro aos antifungicos. Foram
coletadas 21 amostras, utilizando a técnica
do bochecho com salina, que posteriormente
foram transportadas para o laboratério do
IPTSP-UFG, onde foram realizados os testes
de identificagdo fenotipica, atividade enzimatica
de proteinase, fosfolipase e hemolisina, bem
como suscetibilidade in vitro para itraconazol
Foram obtidos 23
com identificacdo de 5 espécies do género
Candida: C. albicans (n=9), C. parapsilosis
(n=9), C. tropicalis (n=8), C. glabrata (n=1) e

e fluconazol. isolados

C. guillermondii (n=1). Foi verificada produgéo
enzimatica em 65,2% (n=15) dos isolados,
sendo que 19% apresentaram alta atividade
em pelo menos uma das enzimas pesquisadas.
Foi observada resisténcia aos antifungicos em
52,1% (n=12) dosisolados, onde seis C. albicans
apresentaram resisténcia para fluconazol e/
ou itraconazol, enquanto que trés C. tropicalis
foram resistentes aos mesmos antifungicos.
identificadas,

Entre as espécies isolados
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de C. parapsilosis foram mais suscetiveis tanto para itraconazol como para fluconazol. A
resisténcia in vitro aos antifingicos relacionado com atividade enzimatica pelos isolados,
pode ser associado a patogenicidade de Candida spp., demonstrando que estes fatores
podem elucidar a patogénese das infec¢des superficiais orais, que podem ser foco primario
de acometimento invasivo com pior prognaostico.

PALAVRAS-CHAVE: Candida spp., Atividade Enziméatica, Resisténcia Fungica.

CHARACTERIZATION OF Candida SPECIES ISOLATED FROM THE ORAL MUCOSA OF
PRE AND POST-SURGERY PATIENTS FOR DENTAL IMPLANTS

ABSTRACT: This study aimed to characterize Candida species isolated from oral mucosa
of dental patients before and after dental implant surgery regarding virulence factors and
in vitro susceptibility profile to antifungals. Twenty-one samples were collected using the
mouthwash technique, which were later transported to the IPTSP-UFG laboratory, where
the phenotypic identification, enzymatic activity of proteinase, phospholipase and hemolysin
were performed, as well as in vitro susceptibility to itraconazole and fluconazole. 23 (twenty-
three) isolates were obtained with identification of 5 species of genus Candida: C. albicans
(n=9), C. parapsilosis (n = 9), C. tropicalis (n = 3), C. glabrata (n = 1) and C. guillermondii
(n = 1). Enzyme production was verified in 65.2% (n = 15) of the isolates, and 19% showed
high activity in at least one of the researched enzymes. Antifungal resistance was observed
in 52.1% (n = 12) of the isolates, where six C. albicans showed resistance to fluconazole and/
or itraconazole, while three C. tropicalis were resistant to the same antifungals. Among the
identified species, C. parapsilosis isolates were more susceptible to both itraconazole and
fluconazole. In vitro resistance to antifungals related to enzymatic activity by isolates may
be associated with the pathogenicity of Candida spp., demonstrating that these factors may
elucidate the pathogenesis of oral superficial infections, which may be the primary focus of
invasive involvement with poor prognosis.

KEYWORDS: Candida spp.; Enzyme Activity; Fungal Resistance.

11 INTRODUCAO

A microbiota bucal € composta de diversos microrganismos, dentre estes, leveduras
do género Candida cujo equilibrio da relagdo microrganismo/hospedeiro €& fator
preponderante para determinar uma condicdo salutar ou patoldgica. A alteracdo deste
equilibrio pode causar infeccdes oportunisticas agudas ou crénicas, como candidiase
oral, doencga periodontal e perimplantite (CAMPO, 2018). Apesar de comumente restrita,
as infecgdes orais por Candida spp. podem determinar capacidade de disseminagcao
hematogénica levando a complicagcbes infecciosas severas e, em muitos casos, fatais
(SIQUEIRA et al., 2014).

Mais de 150 espécies compreendem o género Candida, as mais frequentemente
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isoladas e de maior interesse clinico sdo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. guillermondii e C. krusei. (CORREA et al., 2018). O grau de patogenicidade
destas leveduras ¢ influenciado pelas condicdes imunolbgicas associado com fatores de
viruléncia e baixa suscetibilidade aos antifungicos dos isolados de Candida (GOULART et
al., 2018). Assim, as propriedades de viruléncia como, capacidade de adeséao, formacao
de tubo germinativo, variabilidade fenotipica, producéo de exoenzimas como, fosfoslipase,
proteinase, hemolisina, DNase e producao de toxinas, sdo importantes fatores de viruléncia
que algumas espécies apresentam com intensidade diferente durante a patogénese da
infeccao fungica (BEZERRA et al., 2015).

Pacientes em UTI (Unidade de Terapia Intensiva), que fazem uso de imunossupressores
ou portadores do virus HIV tornam-se mais suscetiveis ao desenvolvimento de infeccdes
fungicas por Candida spp. localizadas com risco potencializado de evoluirem para uma
infeccao sistémica (SIQUEIRA et al., 2014). Além disso, 0 uso prolongado de antibioticos
também favorece alteracdo da microbiota oral podendo ter como consequéncia o
desenvolvimento de infec¢cbes oportunisticas por estes microrganismos (GOULART et al.,
2018). A capacidade de formacéo de biofilme produzido por algumas espécies de Candida
permite aderéncia e colonizagdo em diversos tipos de dispositivos médicos implantados
no organismo que sdo associados ao aumento destas infecg¢des, tais como valvulas
cardiacas, cateteres, marca-passo, proéteses articulares(DABIRI et al., 2018), Candida
spp. também foram isolados em implantes dentarios acometidos por perimplantite,
infeccdo associada a deterioracao de sitios perimplantares que pode incidir na perda do
implante (RODRIGUES et al., 2014). A colonizacédo destes materiais favorece a invasao
de células de tecidos adjacentes e sua consequente disseminacao na corrente sanguinea
(DABIRI et al., 2018).

A dificuldade em obter eficacia no tratamento de infec¢des orais decorrentes do
género Candida tem sido um dos fatores mais preocupantes. Visto que, algumas espécies
tém apresentado resisténcia, intrinseca e/ou adquirida, a terapia antifangica com azois
(GOULART et al., 2018). Dada a relevancia do tema, este trabalho teve como objetivo
caracterizar espécies de Candida isolados de mucosa oral de pacientes odontolégicos
antes e apds cirurgia para colocacdo de implantes dentarios quanto aos fatores de
viruléncia e perfil de suscetibilidade in vitro.

2| METODOLOGIA

Coleta e Isolamento das Amostras

Foram coletadas 21 amostras de pacientes odontoldgicos submetidos a cirurgia para
implante dentario, sendo que 12 adquiridas antes do procedimento cirdrgico e nove apos
a realizacdo do mesmo. As coletas foram realizadas por meio de bochecho com 10ml de
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solucéo salina estéril por um minuto.

Apbs a coleta, as amostras foram encaminhadas ao laboratério de micologia
do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias
(IPTSP/UFG), e cultivadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD, Difco® Laboratories,
EUA) acrescido de cloranfenicol, incubadas por 48 horas a temperatura ambiente.
Apdés o crescimento das colOnias estas foram contadas e realizadas analises de suas

caracteristicas macroscopicas e microscopicas.

Testes de Identificacao das Espécies de Candida

Exame macroscopico — caracteristicas das colénias em CHOMagar Candida®

Apds o crescimento primario das colbnias de Candida spp. em agar Sabouraud
dextrose, amostras das colénias foram semeadas em CHOMagar Candida® e incubadas
por 72 horas em temperatura ambiente, posteriormente foi realizado exame macroscopico

através da observacgdo da coloragdo das colbnias isoladas (KURTZMAN et al., 2011).

Exame Microscopico - producéo de clamidoconidio

As leveduras de Candida spp. foram primeiramente crescidas em agar Sabouraud
dextrose e, em seguida, semeadas no meio Agar Cornmeal® (Sigma-Aldrich) suplementado
com 1% de tween 80, incubadas por 3 a 4 dias a temperatura ambiente. Ap6s o periodo
de incubacao as col6nias foram examinadas por microscopia Optica para observacéo de
clamidoconidios terminais ou intercalares (KURTZMAN et al., 2011).

Assimilacao de carboidratos (Auxanograma)

Uma suspensao de fungo contendo aproximadamente 1 x 106 células foi preparada
e distribuida em placas de petri, em seguida verteu-se sobre estas 20 mL de meio Yeast
Nitrogen Base (YNB-BDTM Difco®) em uma temperatura de aproximadamente 45°C.
Depois da solidificagcdo, foram adicionados ao meio pequenas porcdes de diferentes
carboidratos (glicose, sacarose, lactose, galactose, rafinose, xilose, celobiose, trealose e
maltose). As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e a assimilacao do carboidrato
observada a partir do aparecimento de halo de crescimento na area correspondente a
cada fonte de carbono (KURTZMAN et al., 2011).

Atividade Enzimatica

Proteinase

A avaliagdo da atividade de proteinase foi realizada utilizando o meio base composto
de 18 gramas de &gar (Difco® Laboratories, EUA) dissolvido em 950 mL de é&agua
destilada e autoclavado a 120 °C por 15 minutos. Ap6s o resfriamento do meio base a
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50°C adicionou-se 11,7 gramas de Yeast Carbon Base (YCB, Difco® Laboratories, EUA),
2 gramas de albumina bovina fracdo V (Sigma Chemical), 2,5 mL de Protovit (Roche®),
dissolvidos em 50 mL de agua destilada e esterilizado em membrana millipore de 0,22 ym.
No meio distribuido em placas de petri foi inoculado a levedura, sendo que as placas foram
incubadas a 37°C por quatro dias. Os resultados da atividade enzimatica de proteinase,
fosfolipase e hemolisina foram avaliados segundo o método de (PRICE et al., 1982), pelo
céalculo da zona de precipitacéo (Pz) classificada de acordo com os valores em: Pz 0,7 a
0,99 (baixa atividade), Pz 0,4 a 0,69 (atividade moderada) e Pz 0,10 a 0,39 (alta atividade)
(CORREA et al., 2018).

Fosfolipase

Em placas de petri foi distribuido Agar Sabouraud Dextrose (ASD, Difco® Laboratories,
EUA), contendo 0,11 g CaCl,, 11,7 g NaCl e agua destilada quantidade suficiente para
250 mL o qual foi homogeneizado, autoclavado e acrescido de 10% de emulsao de ovo.
Posteriormente, foi realizada a inoculacéo direta das leveduras com incubacéo a 37°C
durante quatro dias. A leitura da atividade enzimatica foi realizada de acordo com o
descrito para proteinase (CORREA et al., 2018).

Hemolisina

Realizado em ASD suplementado com 3% de glicose e 7% de sangue de carneiro
desfibrinado (Newprov, Brasil), preparado e distribuido em placas de petri. Posteriormente
foram inoculadas leveduras retiradas de coldnias com crescimento prévio de 18 horas, e
incubadas pelo periodo de 24 horas (WAN et al., 2015; TANG et al., 2017).

Teste de suscetibilidade in vitro

A avaliagcdo da suscetibilidade das espécies isoladas aos antifungicos, fluconazol
(Pfizer®, Pfizer, Madrid, Spain) e itraconazol (Janssen-Pharmaceuticals®, Estados
Unidos) foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo, segundo os documentos
M27-A3 (CLSI, 2008) e M27-S4 (CLSI, 2012) propostos pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standard Institute).

Preparacao do in6cuo

A suspenséao do fungo foi preparada a partir de leveduras subcultivadas em ASD, por
24-48 horas a 37°C, com ajuste de concentracao do indculo em espectrofotdmetro a 85%
(+/- 2) de transmitancia no comprimento de onda de 530 nm e diluida em RPMI 1640, &
1:50 e em seguida 1:20, de tal modo que se obteve uma concentragdo finalde 1 a 5 x 108
UFC/mL.

Procedimento do teste

Os antifungicos, fluconazol e itraconazol foram dissolvidos em dimetilssulféxido
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(DMSO) e em seguida diluidos em caldo RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium®).
Em uma placa de microtitulacdo de 96 orificios de fundo chato foram distribuidos 100
pL do meio RPMI, a partir da segunda até a 10 coluna. Em seguida foram distribuidos
200 pL dos antifungicos nos orificios da primeira coluna da placa e realizada diluicbes
seriadas. Em seguida 100 pL do in6culo foram adicionados em cada orificio, de forma que
as concentragdes dos antifungicos estivessem diluidas ao dobro.

A leitura do teste de suscetibilidade foi realizada ap6s 24 horas de incubacéo a 37°C,
com adicdo de 16 pL de resazurina a 0,02% em cada pog¢o. A concentracao inibitéria
minima foi determinada como aquela com 50% de inibicdo comparada ao controle do
inoculo. Os valores de suscetibilidade e resisténcia (breakpoints) foram analisados de
acordo com os documentos M27-A3(CLSI, 2008) e M27-S4 (CLSI, 2012). Para assegurar
a qualidade do teste, uma cepa padrao C. parapsilosis, ATCC 22019, foi utilizada como
controle em todos os testes.

31 RESULTADOS

Foram coletadas 21 amostras do total de 12 pacientes, sendo 11 mulheres e um
homem, com idade variando entre 24 e 76 anos que se submeteram a cirurgia para
colocacéao de implantes dentéarios no periodo compreendido entre 10/09/2018 a 13/12/18.
Das amostras coletas 100% apresentaram cultura positiva para leveduras no isolamento
priméario em Agar Saboraud o que permitiu realizar a contagem de UFC (unidade formadora
de colbnias) das amostras clinicas coletadas (Tabela 2).

Das 21 amostras cultivadas obteve-se 23 isolados que foram submetidos a testes de
identificacdo onde foram correlacionadas as caracteristicas macroscopicas das col6nias
cultivadas em CHROM Agar Candida®, de assimilacdo de carboidratos (auxanograma) e
caracteristicas morfologicas inerentes a cada espécie observadas em microscdpio dptico
apos cultivo em Agar Cornmeal®. Foram identificadas cinco espécies, sendo: C. albicans
39,1% (n=9), C. parapsilosis 39,1% (n=9), C. tropicalis 13,2% (n=3), C. guilliermondii
(n=1) e C. glabrata (n=1) (Tabela 2).

Amostra Data/ UFC Espécie Atividade Enzimatica (Pz*)
Coleta /mL
Fosfolipase Proteinase Hemolisina
PO1-A1 10/09/18 30 C. albicans 0,72 043
P01-A2 271118 60 C. guilliermondii - - e
P02-A1-A  20/09/18 2380 C. albicans - o5 -
P02-A1-B 20/09/18 420 C. tropicalis 0,67 0,27 0,81
P02-A2 09/10/18 210 C. albicans 044 - e
P0O3-A1 02/10/18 20 C. parapsilosis - - 0,35
P03-A2 16/10/18 40 C. glabrata - - 0,37
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P04-A1 09/10/18 40 C. albicans - e e
P04-A2 19/11/18 30 C. parapsilosis - e
P05-A1 09/10/18 30 C. albicans = - 044
P06-A1 29/10/18 430 C. tropicalis 0,70 o4 e
P06-A2 12/11/18 1010 C. albicans - e e
P0O7-A1 29/10/18 50 C. parapsilosis -
P07-A2 23/11/18 160 C. parapsilosis - e e
P08-A1 08/11/18 300 C. tropicalis 0,79 o4 -
P09-A1 08/11/18 20 C. parapsilosis - o5z e
P09-A2 26/11/18 1520 C. albicans 0,73 o5 e
P10-A1 12/11/18 470 C.albicans - e e
P10-A2 19/11/18 10 C. albicans 055 e e
P11-A1 21/11/18 90 C. parapsilosis 05%5 e e
P12-A1 30/11/18 50 C. parapsilosis - e e
P12-A2-A 13/12/18 90 C. parapsilosis - 036 e
P12-A2-B 13/12/18 74 C. parapsilosis - - 0,76

Tabela 2 — Quantificacao de UFCs, identificagcao das espécies de Candida, producéao e atividade
enzimatica. * Pz 0,7 a 0,99 (baixa atividade), Pz 0,4 a 0,69 (atividade moderada) e Pz 0,10 a 0,39 (alta
atividade).

Os testes de producédo de enzimatica mostraram que 65,2% (n=15) das amostras
apresentaram atividade enzimatica, sendo que, 40% foram produzidas pela espécie C.
albicans, 33,3% por C. parapsilosis e 20% produzidas por C. tropicalis e 6,7% por C.
glabrata (Grafico 1). Das enzimas produzidas pelas espécies, houve predominancia de
proteinase 60% (n=9), seguida de 53,3% de fosfolipase e 23,7% produziram hemolisina.
Cinco amostras (33,3%) produziram proteinase e fosfolipase, e, apenas uma (6,7%)
apresentou producdo conjunta das trés enzimas. Com relacéo classificacdo da atividade
enzimatica, segundo calculo da Pz, das 21 enzimas produzidas, 19% (n=4) apresentaram
atividade alta, 52,4% (n=11) moderada e 28,6% (n=6) baixa (Grafico 2).
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Grafico 1: Atividade enzimatica de acordo com cada isolado de Candida identificado.
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Grafico 2: Classificacao da viaragédo da atividade enzimatica, segundo célculo da Pz.

Os resultados dos testes de suscetibilidade realizados mostraram que 52,1% (n=12)
isolados apresentaram resisténcia, destas 50% pertenciam eram C. albicans (n=6), 25%
C. tropicalis (n=3), 16,7% C. parapsilosis (n=2) e 8,3% C. glabrata (n=1) (Tabela 3). Quanto
ao indice de resisténcia relacionado ao tipo de antifungico, 100% (n=12) apresentaram
resisténcia ao fluconazol e 83,3% (n=10) a itraconazol. Observou-se também que, 77,8%
(n=7) dos isolados de C. parapsilosis apresentaram sensibilidade para itraconazol e
fluconazol, enquanto 100% (n=3) das amostras de C. tropicalis apresentaram resisténcia
aos mesmo antifungicos. Entre as leveduras identificadas como C. albicans, 66,7% (n=6)
apresentaram resisténcia ao fluconazol, 44,4% (n=4) a itraconazol e 33,3% (n=3) a ambos.
Em 100% das amostras que apresentaram resisténcia houve producéo enzimatica, onde
83,3% (n=10) produziram proteinase, 58,3% (n=7) fosfolipase e 33,4% (n=4) hemolisina.

Amostra Espécie CIM
Itraconazol Classificacdo  Fluconazol Classificacao
PO1-A1 C. albicans 16 R 64 R
P01-A2 C. guilliermondii 0,062 S 0,25 S
P02A1-A C. albicans 16 R 32 R
P02-A1-B C. tropicalis 16 R 64 R
P02-A2 C. albicans 0,062 SDD 64 R
P03-A1 C. parapsilosis 16 R 64 R
P03-A2 C. glabrata 16 R 64 R
P04-A1 C. albicans 0,062 SDD 0,5 S
P04-A2 C. parapsilosis 0,125 S 0,5 S
P05-A1 C. albicans 2 S 64 R
P06-A1 C. tropicalis 16 R 64 R
P06-A2 C. albicans 0,25 SDD 0,5 S
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P0O7-A1 C. parapsilosis 0,062 S 1 S
P0O7-A2 C. parapsilosis 0,062 S 0,25 S
P08-A1 C. tropicalis 16 R 64 R
P09-A1 C. parapsilosis 0,125 S 0,25 S
P09-A2 C. albicans 16 R 64 R
P10-A1 C. albicans 2 R 2 S
P10-A2 C. albicans 0,031 S 32 R
P11-A1 C. parapsilosis 0,062 S 0,5 S
P12-A1 C. parapsilosis 0,062 S 0,5 S
P12-A2-A C. parapsilosis 2 S 2 S
P12-A2-B C. parapsilosis 16 R 64 R

Tabela 3 — Concentragao Inibitoria Minima (CIM) para ltraconazol e Fluconazol. S — Sensivel  SDD —
Sensivel Dose Dependente R - Resistente

4 | DISCUSSAO

Dosisolados bucais, 60% corresponde a C. albicans, cuja alta incidéncia correlaciona-
se ao fato desta levedura fazer parte da microbiota humana (PEIXOTO et al., 2014).
Entretanto, vem se observando aumento da incidéncia oral de isolados de C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae e C. guillermondii (SIQUEIRA et al.,
2014).

As infeccbes oportunisticas causadas por leveduras do género Candida pode
ocorrer nas formas mucocutanea, cutanea e sistémica. Na candidiase mucocutanea,
o acometimento oral é a manifestacdo clinica mais relatada, sendo que a forma
pseudomembranosa é mais frequente e esta com relacdo acéo de C. albicans (PEIXOTO
et al., 2014). E frequente o acometimento de candidiase oral em pacientes hospitalizados
nas UTls, sendo que, as espécies de Candida mais isoladas na cavidade oral destes
pacientes pertencem a C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis (SIQUEIRA et al., 2014).

A viruléncia e resisténcia de Candida spp. estdo associadas a capacidade que
algumas espécies possuem de produzir enzimas hidroliticas como fosfolipase, proteinase
e hemolisina. Estas enzimas facilitam a adesdo e penetracéo tecidual (ANDREOLA et
al., 2016). A fosfolipase hidrolisa a membrana fosfolipidica propiciando a invasao celular,
enquanto a proteinase promove degradacéo de estruturas proteicas das células defesa
do organismo (MENEZES et al., 2016).

Por sua vez, a atividade enzimatica da hemolisina lisa os eritrocitos fornecendo o
ferro necessario para manter a viabilidade da levedura e consequente proliferacdo no
organismo (BRANCO et al., 2012). Entretanto, a patogenicidade da C. albicans possui
maior relacdo com a condicao imunoldgica do hospedeiro do que com os fatores de
viruléncia associados a espécie(CANABARRO et al., 2009; CORREA et al., 2018).

As infecgbes fungicas sistémicas estdo relacionadas ao tratamento de doencas
cuja complexidade demanda maior tempo de internacdo hospitalar e se configuram em

infeccbes com alta taxa de mortalidade e com custo elevado para o sistema de saude
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publica. Apesar da importancia deste quadro, a identificacdo precisa das espécies de
Candida, bem como seu perfil de suscetibilidade ainda sdo inadequados, nao fornecendo
informacdes exatas de forma a auxiliar no tratamento de pacientes acometidos por estas
infeccdes (CASTANHEIRA et al., 2016).

Aresisténcia a antifungicos pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca
estéa associada a mutacdes genéticas, dentre os genes alterados, o ERG11, TAC1 e MRR1,
estdo relacionados a resisténcia de C. albicans, ao fluconazol (BERKOW; LOCKHART,
2017). A resisténcia adquirida ocorre, principalmente, pela exposicdo sucessiva e/
ou continua a medicamentos como ocorre nas terapias antimicrobiana ou de profilaxia
fungica, que promovem a resisténcia através da sele¢cdo de microorganismos capazes de
se adaptarem a acao dessas substancias (MORACE et al., 2014).

Fatores de viruléncia também possuem relacdo com a resisténcia intrinseca, a
producdo de biofilme reduz a acdo da maioria dos antifungicos, que ndo conseguem
penetrar na matriz exopolimérica produzida pelo biofiime (PERLIN et al., 2017). Cepas
resistentes de Candida spp. apresentam maior produgdo de enzimas hidroliticas como
fosfolipase, proteinase, hemolisina com atividade enzimatica que varia entre alta e
moderada (ANDREOLA et al., 2016; ELLEPOLA et al., 2016; MENEZES et al., 2016;
DABIRI et al., 2018), entretanto, a interacdo entre a producéo destas enzimas com
algumas substéancias antifungicas ainda nao foi elucidada (UYGUN-CAN et al., 2016).

A suscetibilidade aos antifungicos € variavel entre as diversas espécies de Candida,
a resisténcia intrinseca a antifungicos presente em algumas espécies, aliada a capacidade
de outras em desenvolverem resisténcia adquirida tem se tornado uma das grandes
dificuldades de manejo de infeccdes por Candida spp. Outro fator de grande preocupacao
€ a ocorréncia de resisténcia cruzada destas leveduras a multiplos agentes antifungicos
da classe dos azois, cuja ocorréncia ja foi demonstrada para C. glabrata, C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis (SANGUINETTI et al., 2015).

51 CONCLUSAO

A baixa suscetibilidade aos antifungicos associado com a capacidade da atividade
de enzimas extracelulares, demonstraram a existéncia de uma estreita relacéo entre estes
fatores nos processos patogénicos por Candida spp.

O crescente aumento na incidéncia de infeccbes sistémicas de alta comorbidade
e mortalidade por espécies de Candida, aliado ao aumento da resisténcia evidencia a
necessidade de métodos diagnésticos mais precisos que englobem identificacdo das
espécies e perfil de suscetibilidade, de forma a embasar com mais eficacia o tratamento
destas infecgcdes e obter melhor prognostico para o paciente.
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As leveduras do complexo Cryptococcus

neoformans/Cryptococcus  gattii  possuem
distribuicdo global apresentando oito genétipos
principais. A infeccdo por esse complexo é
grave causando 180.000 mortes anualmentete
e sequelas irreversiveis. No Amazonas,
estudos revelam isolamentos ambientais de C.
neoformans (VNI) a partir de excretas de aves
e de C. gattii (VGIl) associado a material em
decomposicdo, poeira domiciliar, agua e solo.
Devido essa associagao do C. gattiicom o solo
e material em decomposi¢cdo, nosso trabalho
almeja produzir um meio de cultura utilizando
a serrapilheira (camada de folhas e galhos) do
solo amazébnico. A serrapilheira foi coletada
da superficie do solo de uma area de floresta

localizada no Instituto Nacional de Pesquisas
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da Amazbdnia. Em seguida o material foi
esterilizado a 120 °C por 15 minutos e colocada
para secar a 150 °C por duas horas, triturado e
peneirado. Foram feitos dois tipos de meio de
cultura. O primeiro com 100 g de serrapilheira,
20 g de agar, 250 mg de antibi6tico para 1000
mL de agua destilada. O segundo com a
mesma constituicdo, mas suplementado com
20 g de glicose e foi feito o controle com apenas
Agar e agua destilada. Foi inoculado nos
respectivos meios de cultura em duplicata 0,1
mL da suspensao fungica dos quatro gendtipos
de cepas de referéncia, WM 179 (VGI), WM
178 (VGIl), WM 161 (VGIIl), WM 779 (VGIV),
foi para crescer em estufa a temperatura de
25 °C. O crescimento foi observado a cada 24
horas por sete dias. Ndo houve crescimento de
leveduras no controle (agar e agua), mas em
ambos os meios de cultura houve crescimento
de C. gattii.
as colbnias tiverem crescimento menor e

No meio com serrapilheira

apresentaram cor marrom brilhante. No entanto,
no meio contendo serrapilheira suplementado
com glicose as coldnias cresceram com
didmetro maior, coloragdo marrom e com
textura creme brilhante. Mediante esses
resultados observamos que a composicao do
meio de cultura pode alterar a morfologia das

células fungicas. O meio de cultura utilizando a
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serrapilheira suplementado com glicose tem potencial para o cultivo de Cryptococcus, pois
a serrapilheira fornece N, K, Ca e compostos fendlicos e a glicose as cadeias carbOnicas
essenciais para a producdo das biomoléculas. Além disso, esse meio oferece menor
custo, facil producdo e pode ser utilizado para crescimento tanto leveduras quanto fungos
filamentosos.

PALAVRAS-CHAVE: Amazoénia; Criptococose; Meio de cultivo

ABSTRACT: The yeasts of the Cryptococcus neoformans / Cryptococcus gattii complex
have a global distribution with eight main genotypes. Infection with this complex is serious,
causing 180,000 deaths annually and irreversible sequelae. In Amazonas, studies reveal
environmental isolations of C. neoformans (VNI) from bird excreta and C. gattii (VGII)
associated with decomposing material, household dust, water and soil. Due to this association
of C. gattii with the decomposing soil and material, our work aims to produce a culture medium
using the litter (layer of leaves and branches) of the Amazonian soil. The litter was collected
from the soil surface of a forest area located at the National Institute of Amazonian Research.
Then, the material was sterilized at 120 ° C for 15 minutes and placed to dry at 150 ° C for
two hours, crushed and sieved. Two types of culture medium were made. The first with 100
g of litter, 20 g of agar, 250 mg of antibiotic to 1000 mL of distilled water. The second with the
same constitution, but supplemented with 20 g of glucose and the control was made with only
agar and distilled water. In duplicate, 0.1 mL of the fungal suspension of the four genotypes
of reference strains, WM 179 (VGI), WM 178 (VGll), WM 161 (VGIIl) and WM 779 (VGIV),
were inoculated in the respective culture media and grown in an oven at 25 ° C. Growth was
observed every 24 hours for seven days. There was no growth of yeasts in the control (agar
and water), but in both culture mediums there was growth of C. gattii. In the medium with
litter, the colonies had less growth and showed a bright brown color. However, in the medium
containing litter supplemented with glucose, the colonies grew with a larger diameter, brown
color and with a bright cream texture. Through these results, we observed that the composition
of the culture medium can alter the morphology of fungal cells. The culture medium using the
litter supplemented with glucose has potential for the cultivation of Cryptococcus, since the
litter provides N, K, Ca and phenolic compounds and glucose is the essential carbon chains
for the production of biomolecules. In addition, this medium offers lower cost, easy production
and can be used for growth of both yeasts and filamentous fungi.

KEYWORDS: Amazon, Cryptococcosis, Culture medium

APOIO
Fundacao de Amparo a Pesquisa no Amazonas
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RESUMO: Os organismos zoospéricos sao
formados por fungos e pseudofungos, se
caracterizam por apresentar flagelos em seus
esporos reprodutivos. Esses organismos estao
enquadrados em trés reinos: Fungi, Chromista
e Protista. Afim de aumentar o conhecimento
sobre a diversidade de organismos zoosporicos
na regidao Amazonica, foram coletadas aliquotas
de agua e do solo das margens, ao longo do
lago, no més do junho de 2017 e no més de
outubro de 2017. As amostras coletadas foram
processadas no laboratério conforme método,
de iscagem multipla, preconizado por Milanez
& Beneke (1968). A identificacdo dos fungos
zoosporicos foi realizada através da observagéo
de caracteristicas microscépicas das estruturas
desenvolvidas nos fragmentos das iscas. Foram
identificados 24 téaxons de fungos aquéticos,
distribuidos em 14 géneros: Catenophlyctis
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do filo

Cladochytrium,

Blastocladiomycota; Chytriomyces,

Diplophlyctis, = Gonapodya,

Karlingia, Nowakowskiella, Podochytrium e
Rhyzophydium do filo Chytridiomycota. O
género que mais ocorreu foi Rhyzophydium. A
espécie Rhyzophyium sphaerotheca, foi a mais
abundante, aparecendo em todas as amostras
coletadas e a espécie Rhyzophydium stipitatum
foi a mais rara. Para o filo Oomycota foram
identificados os géneros: Achlya, Aphanomyces,
Dictiuchus, Leptolegniella e Pythiogeton. Sendo,
a espécie mais frequente foi: Achlya prolifera,
com sete ocorréncias entre agua e solo, e a
espécie menos frequente foi Aphanomyces
helicoides. Os resultados demonstram que a
diversidade de fungos zoospdricos pode ser
ainda mais elevada no lago Puraquequara,
justificando a continuidade dos levantamentos
na regiao para ampliar os conhecimentos sobre
a sistematica e ecologia dos mesmos.

PALAVRAS-CHAVE: diversidade, Amazoénia,

zoospdricos, agua, solo

ABSTRACT: Zoosporic organisms are formed
by fungi and pseudofungi, they are characterized
by having flagella on their reproductive spores.
These organisms are framed in three kingdoms:
Fungi, Chromist and Protist. In order to increase
knowledge about the diversity of zoosporic
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organisms in the Amazon region, aliquots of water and soil were collected from the banks,
at various points, along the Puraquequara lake, in the months of June 2017 and October
2017. The collected samples were processed in the laboratory according to the multiple bait
method, recommended by Milanez & Beneke (1968) The identification of zoosporic fungi
was carried out through the observation of microscopic characteristics of the reproductive
structures developed in the fragments of the cellulosic, chitinous and keratinous substrates
(baits). 24 taxa of aquatic organisms were identified, distributed in 14 genres. In the Fungi
kingdom, the Catenophlyctis of the phylum Blastocladiomycota were identified; Chytriomyces,
Cladochytrium, Diplophlyctis, Gonapodya, Karlingia, Nowakowskiella, Podochytrium
and Rhyzophydium of the phylum Chytridiomycota. The genus that most occurred was
Rhizophydium, with the species Rhyzophydium sphaerotheca, being the most abundant,
appearing in all samples collected and Rhyzophydium stipitatum the rarest. Some species
such as: Catenophlyctis variabilis, Nowakowskiella elegans and Cladochytrium replicatum
were found in water and soil samples. For the phylum Oomycota belonging to the Chromist
Kingdom, the genera: Achlya, Aphanomyces, Dictiuchus, Leptolegniella and Pythiogeton
were identified. The most frequent species was: Achlya proliferoides, with seven occurrences
between water and soil, and the rarest was Aphanomyces helicoides. Most of the detected
species were found in the two compartments but Leptolegniella keratinophyla was isolated
alone from the soil of the first collection. The results demonstrate that the diversity of zoosporic
fungi may be even higher in the Puraquequara Lake, justifying the continuity of surveys in the
region to increase knowledge about their systematics and ecology.

KEYWORDS: Zoosporics, Amazon, Diversity, soil, water

11 INTRODUCAO

Os fungos sao definidos como microrganismos eucariontes, aclorofilados,
heterotrofos, que se alimentam por absor¢cédo e que possuem parede celular constituida
por quitina e B-glucano. Podem ser unicelulares e/ou multicelulares, microscopicos e/ou
macroscopicos. Possuem reproducao assexuada e/ou sexuada (Kirk et al., 2008). Dentro
desse grupo diversificado se destacam os fungos zoospéricos.

Os fungos zoospéricos se referem aos organismos que apresentam flagelos em suas
estruturas produtivas. S&o heterotroficos e sdo amplamente distribuidos nos mais diversos
ecossistemas aquaticos e terrestres. Sdo encontrados geralmente como saprdbios,
parasitas e também existem algumas espécies que fazem associacbes mutualistas com
outros organismos (Alexopoulos et al., 1996 ; Moreira & Schoenlein-Crusius, 2010).

Apresentam grande importancia tanto nos ecossistemas aquaticos quanto nos
terrestres. Além disso, sdo conhecidos por serem 0os consumidores primarios na cadeia
alimentar. (Alexopoulos et al., 1996).

As principais representes dos fungos zoospéricos pertencem aos filos Oomycota
(reino Chromista) e Chytridiomycota (reino Fungi). (Kirk et al., 2008).
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O filo Chytridiomycota inclui organismos heterotréficos com paredes quitinosas,
que se alimentam por absorcdo. Possui 706 espécies distribuidas em duas classes,
Chytridiomycetes e Monoblepharidomycetes e oito ordens: Chytridiales, Cladochytriales,
Lobuales, Lomycetales, Polychytriales, Rhizophlyctis, Rhizophydiales, Spizellomycetales
e Monoblepharidales. Blastocladiomycota, filo criado a partir de Blastocladiales, possui
apenas uma classe, Blastocladiomycetes e possui 179 espécies (Kirk et al., 2008).

O Filo Oomycota possui apenas uma classe, Oomycetes, 12 ordens, e 808 espécies
(Gomes & Pires-Zottarelli, 2006). Possuem zodsporo biflagelado, com flagelos desiguais,
sendo um liso e um franjado (Moreira & Schoenlein-Crusius, 2010).

Embora varios estudos tenham sido realizados no Brasil sobre esses organismos, o
conhecimento da diversidade do grupo no pais é ainda baixo. Essa situacdo é evidente
na regidao amazonica, pois a maioria dos ambientes, ainda ndo foram pesquisados. Alguns
estudos foram iniciados na década de 40, com a intencéo de aprofundar os conhecimentos
a cerca de qual seria a variedade de espécies de organismos zoospoéricos seriam
presentes na regido. Entretanto ainda sdo poucos os trabalhos que apontam como foco
principal essa situagcado em areas de preservacéo ou nao, se comparados com a extensao
de recursos hidricos existentes na Amazénia. (Silva, 2002; Utumi, 2010, Silva e Ferreira,
2012, Ferreira, 2013 e Paiva, 2013).

Nesse sentido, esse trabalho tem como objetivo levantar a diversidade de organismos
zoosporicos em diferentes pontos ao longo do lago do Puraquequara, Manaus, Amazonas.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Descricao da area de estudo

A area de estudo localiza-se no bairro de Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W 59°
52’ 31.38”), Zona Leste da cidade de Manaus, Estado do Amazonas. Este bairro existe
h& aproximadamente 100 anos e surgiu na primeira metade do século XX, fundado por
23 familias ribeirinhas que se instalaram as margens do rio Amazonas. A primeira Vila da
Comunidade do Puraquequara formou-se as margens do rio. Apds o declinio da Epoca
Aurea da Borracha, em 1918, varias familias de ribeirinhos instalaram-se no local, em
areas alagadas, dando origem a uma comunidade flutuante (SILVA, 2010).

2.2 Locais de coleta

As coletas foram feitas no lago Puraquequara, existente no bairro Puraquequara, no
més de junho 2017 e no més de outubro 2017. Na primeira coleta, foram selecionados 4
pontos ao longo do lago e na segunda coleta, 5 pontos. Durante a primeira coleta, o lago
estava em periodo de cheia, refletindo no volume de agua do lago, e durante a segunda,
o lago estava em periodo de seca.

Em cada ponto foram coletadas aliquotas de agua (em torno de 100 ml em vidros
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previamente esterilizados e etiquetados) e o solo das margens em sacos plasticos novos e
etiquetados (300g). ApOs a coleta o material foi encaminhado para o laboratério de fungos
Aquaticos, instituto de Ciéncias Bioldgicas-ICB da Universidade Federal do Amazonas-
UFAM, para serem processados.

Figuras 1: Alguns pontos de coleta amostrados nas areas selecionadas, lago Puraquequara, nos
meses de junho/2017 e outubro/2017

2.3 Isolamento dos fungos aquaticos de agua e solo

A preparacao das amostras coletadas de agua e solo foi executada de acordo com
0os modelos preconizados por Sparrow (1960) e Scott (1961) in Milanez & Beneke (1968)
que consiste na iscagem multipla com substratos citados a seguir: duas metades de
sementes previamente esterilizadas de sorgo (Sorghum sp), duas unidades ecdise de
cobra, exoesqueleto de camaréao, palha de milho, celofane, cebola, além de fragmentos
de cabelo loiro de crianga e também grdos de polen.

As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por aproximadamente 7 a 15
dias. Ap6s o desenvolvimento das colénias, em torno dos substratos (iscas), essas foram
analisadas em microscopico Optico para identificacdo dos organismos desenvolvidos e
em seguida re-inoculadas nas placas de Petri com novos substratos mergulhados em
agua destilada.

2.4 Identificacao e preservacao dos fungos isolados

A identificacdo dos fungos aquéticos foi realizada através da observacdo de
caracteristicas microscopicas das colbnias desenvolvidas em fragmentos das iscas,
montados sobre [amina e laminula, utilizando dgua destilada, comparando com bibliografia
especializada: Johnson (1956), Sparrow (1960), Scott (1961), Seymour (1970), Karling
(1977), Rocha (2002), Silva (2002), Pires — Zottarelli (2007), etc. ApOs identificacao,
os fungos dependendo do grupo taxondémico foram preservados em agua destilada
estéril ou montados em laminas com corante azul de algodao para posterior fotografia e

armazenados em caixas no laminario do Laboratério de Fungos Aquaticos para futuros
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estudos.

2.5 Determinacao dos fatores Ambientais
2.5.1 Temperatura

Para determinacéo da temperatura do solo e da agua foram utilizados termémetros,
no momento da coleta.

2.5.2 pH
O pH das amostras de agua foi determinado no momento da coleta por meio de
pHmetro manual.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 18 amostras analisadas, sendo 9 de dgua e 9 do solo, foram identificados
24 taxons, 18 ocorrentes em agua e 20 em solo. Diversos autores citam a preferéncia
desses organismos por ambientes terrestres proximos a corpos d’agua, devido maior
quantidade de matéria organica para decomposicéo. Silva (2002), Utumi (2010), Porto
(2010), em trabalhos realizados anteriormente para a regido Amazdnica também citam
maior frequéncia para ambientes terrestres.

Dessas amostras foram identificados 18 tdxons em nivel especifico e 6 somente a
nivel de géneros, sendo uma espécie pertencente ao filo Blastocladiomycota, 14 espécies
dentro de 10 géneros, filo Chytridiomycota, ambos pertencentes ao Reino Fungi (Tabela
1) e 9 espécies dentro de 5 géneros pertencentes ao filo Oomycota, Reino Chromista
(Tabela 2).

3.1 Discussao sobre as espécies identificadas pertencentes aos Filos

Blastocladiomycota e Chytridiomycota

Conformemostradonatabelai,foiidentificadoumgéneroparaofiloBlastocladiomycota,
sendo ele Catenophlyctis e 8 géneros pertencentes ao filo Chytridiomycota, sendo eles:
Chytriomyces, Cladochytrium, Diplophlyctes, Gonapodya, Karlingia, Nowakowskiella,
Podochytrium e Rhyzophydium. Ordem Chytridiales foi a mais representativa com 5
taxons e Monoblepharidales a menos, com dois taxons.

Os taxons identificados sdo considerados cosmopolitas e ja foram identificados
anteriormente para o estado do Amazonas. Dentre os taxons isolados, a espécie
Rhyzophydium sphaerotheca foi a mais abundante, aparecendo em todos as amostragens
e em seguida a espécie Catenophlyctis variabilis, aparecendo em 8 amonstragens. Silva
(2002) também cita a predominancia de Catenophlyctis variabilis em ecossistemas
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aquaticos nos igarapés da UFAM, porém a abundancia das espécies Chytriomyces
spinosus e Rhizophidium elyense citadas por Silva (2002) nao se repetiram nas amostras
da area de coleta. No trabalho de Porto (2010) também foi observada uma abundancia
da espécie Rhyzophydium sphaerotheca e Catenophlyctis variabilis. Dentre os taxons
isolados a espécie Rhizophydium stipitatum foi a menos frequente, aparecendo apenas
em uma amostra de agua.

Reino Fungi
Taxons/ Meses de coleta jun/17  out/17
Filo Blastocladiomycota Ordem Blastocladiales Catenophlyctis variabilis A-S A-S
Filo Chytridiomycota Ordem Chytridiales Chytriomyces hyalinus S A-S
Chytriomyces spinosus S
Diplophlyctis sarcoptoides A
Karlingia granulata A-S S
Karlingia rosea S
Ordem Cladochytriales Cladochytrium replicatum A S
Nowakowskiella elegans A-S A-S
Podochytrium sp. A
Polychitruim aggregatum A-S S
Ordem Monoblepharidales Gonapodya prolifera S
Ordem Rhyzophidiales Rhyzophydium elyense S A-S
Rhyzophydium sphaerotheca | A-S A-S
Rhyzophydium stipitatum A
Ryzophydium sp. A

Tabela 1. Taxons observados nos nove diferentes pontos de coleta de agua e solo no lago
Puraquequara, pertencentes ao Reino Fungi, em junho e outubro/ 2017.

A =agua, S =solo

Reino Chromista

Taxons/Meses de coleta Jun/17 | Out/17
Filo Oomycota Ordem Leptomytales  Aphanomyces helicoides S
Aphanomyces irregulare A-S S
Aphanomyces sp. A-S
Leptolegniella keratinophyla S
Ordem Pythiales Pythiogeton ramosum A-S A-S
Pythiogeton sp. A A-S
Ordem Saprolegniales Achlya prolifera A-S
Achlya sp. A A-S
Dictiuchus sp. A

Tabela 2: Taxons observados nos nove diferentes pontos de coleta de agua e solo no largo
Puraquequara pertencentes ao Reino Chromista, em junho e outubro/ 2017.

A =4gua, S =solo
Os taxons identificados sdo considerados cosmopolitas e ja foram identificados
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anteriormente para o estado do Amazonas. Dentre os taxons isolados, a espécie
Rhyzophydium sphaerotheca foi a mais abundante, aparecendo em todos as amostragens
e em seguida a espécie Catenophlyctis variabilis, aparecendo em 8 amonstragens. Silva
(2002) também cita a predominancia de Catenophlyctis variabilis em ecossistemas
aquaticos nos igarapés da UFAM, porém a abundancia das espécies Chytriomyces
spinosus e Rhizophidium elyense citadas por Silva (2002) nao se repetiram nas amostras
da area de coleta. No trabalho de Porto (2010) também foi observada uma abundancia
da espécie Rhyzophydium sphaerotheca e Catenophlyctis variabilis. Dentre os taxons
isolados a espécie Rhizophydium stipitatum foi a menos frequente, aparecendo apenas
em uma amostra de agua.

Na segunda coleta foi observada uma maior diversidade de organismos zoosporicos
do que na primeira. As espécies: Chytriomyces spinosus, Diplophlyctis sarcoptoides,
Gonapodya prolifera e Rhyzophydium stipitatum. foram observadas somente na segunda
coleta.

3.2 Descricao e ilustracao das espécies identificadas pertencentes aos filos

Blastocladiomycota e Chytridiomycota

Reino FUNGI

Filo BLASTOCLADIOMYCOTA

Ordem BLASTOCLADIALES

Catenophlyctis variabilis (Karling) Karling, Americandournal of Botany 52: 134.
1965. Basionimo: Phlyctorhiza variabilis Karling, American Journal of Botany 34: 27. 1947.
Figura 03.

Ocorre em: Amazonas, Piaui, Pernambuco, Minas Gerais, Sdo Paulo (Silva, 2002,
Schoenlein-Crusius et al., 2006, Milanez et al., 2007, Pires-Zottarelli & Gomes, 2007,
Nascimento & Pires-Zottarelli, 2010, Utumi, 2010, Jesus et al. 2013, Porto, 2015).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59° 52’ 31.38”), em todos os pontos de coleta, em amostras de agua e solo. Saprobio em
ecdise de cobra, concordando com as citacdes de Karling (1945).

Descricao da espécie: Talo eucarpico, monocéntrico ou policéntrico e intramatrical
no inicio de seu desenvolvimento. Zoosporangios geralmente irregulares, inoperculados
de tamanhos e formas muito variaveis, principal caracteristica da espécie, com um a trés
tubos para liberagcao de zo6sporos (Nascimento & Pires-Zottarelli 2012, Jerénimo et al.
2015)
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A) Aspecto geral do zoosporéangio. B) Zoosporéngio.
Fonte: Pires-Zottarelli 2007. Fonte: Ludger

Figura 03: Catenophlyctis variabilis Karling.

Reino FUNGI

Filo CHYTRIDIOMYCOTA

Ordem CHYTRIDIALES

Chytriomyces hyalinus Karling, Am. J. Bot. 32: 363. 1945. Figura 04.

Ocorre em: Amazonas, Piaui, Minas Gerais, Sdo Paulo (Utumi, 2010, Jer6nimo et al.,
2015, Porto, 2015).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: Lago puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e
W 59° 52’ 31.38”), no ponto 4, em amostras de agua e solo. Saprobio em exoesqueleto
de camarao, concordando com Karling (1945), papel celofane e epiderme de cebola,
concordando com Sparrow Jr (1960) e ecdise de cobra.

Descricao da espécie: Possui talo eucarpico, monocéntrico, extra e/ou intramatrical;
Zoosporangios operculados, hialinos, esféricos, ovais, apofisados ou nao; Parede lisa;
Liberagcdo dos zooOsporos por meio de opérculo localizado apical/subapicalmente nos
zoosporangios. Zodsporos encistados, com uma goticula lipidica hialina, caracteristica da

espécie (Nascimento & Pires-Zottarelli, 2007, Jerénimo et al. 2015)

A) Zoosporangio. B) Zoosporangio liberando zodsporos.
Fonte: Nascimento & PiresZottarelli 2012) Fonte: Pires-Zottarelli 2007

Figura 04: Chytriomyces hyalinus

Chytriomyces spinosus Fay, Mycologia 39: 152. 1947. Figura 05.
Ocorre em: Amazonas, Piaui, Sdo Paulo (Silva, 2002, Rocha, 2002, Pires-Zottarelli
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& Gomes 2007, Porto, 2015)

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59°52’31.38”), nos pontos 1 e 2, em amostras de solo. Saprobio em papel celofane, palha
de milho e epiderme de cebola. Espécie encontrada apenas em substratos celulésicos,
concordando com Fay (1947) e Pires-Zottarelli (2007).

Descricdo da espécie: Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatriarcal.
Zoosporangios hialinos, operculados, obpiriformes, alguns esféricos, ornamentados com
espinhos agudos simples, nao bifurcados, principal caracteristica da espécie. Zo6sporos
esféricos ou subesféricos com Unica goticula lipidica (Nascimento & Pires-Zottarelli 2009).

&

A) Zoosporangios B) Zoosporéangio liberando zobsporos.
Fonte: Nascimento & PiresZottarelli 2012. Fonte: Nascimento & PiresZottarelli 2007

Figura 05: Chytriomyces spinosus.

Diplophlyctis sarcoptoides (H. E. Petersen) Dogma Jr., Nova Hedwigia 25: 122.
1974. Basionimo: Asterophlyctis sarcoptoides H. E. Petersen, J. Bot. 17: 218. 1903. Figura
06.

Ocorre em: Amazonas, Minas Gerais, Piaui, Rondbnia, Sao Paulo (Schoenleincrusius
et al., 2006, Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli, 2009, Utumi,
2010, Jesus et al., 2013, Porto, 2015).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59° 52’ 31.38”), nos pontos 1e 5, em amostras de agua e solo. Saprdbio em epiderme de
cebola e exoesqueleto de camarao, concordando com Dogma Jr. (1974).

Descricao da espécie: Talo eucarpico, monocéntricoo, intramatrical. Zoosporangios
inoperculados e apofisados, com ornamentacao tuberculadas, espinhosas ou papiladas,
caracteristicas da espécie. Zoésporos com uma goticula lipidica, liberados em massa por
um tubo de descarga (Nascimento & Pires-Zottarelli 2009).
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A) Zoosporangio com apdofise. B) Zoosporéangio apofisado.
Fonte: Nascimento & Pires-Zottarelli 2007. Fonte: Nascimento & Pires-Zottarelli 2012

Figura 06: Diplophlyctis sarcoptoides Dogma Jr.

Karlingia granulata Karling, Mycologia 39: 57.1947. Basiénimo: Karlingiomyces
granulatus (Karling) Sparrow, Aquatic Phycomycetes, 2nd ed., 563. 1960. Figura 07.

Ocorre em: Amazonas, Mato Grosso, Sdo Paulo (Karling 1947, Silva, 2002, Utumi,
2010, Jerdnimo et al., 2015, Porto 2015).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59° 52’ 31.38”), nos pontos 2,3 e 4 em amostras de agua e solo. Saprobio em epiderme de
cebola e palha de milho, concordando com Rocha & Pires-Zottarelli (2002). Nascimento &
Pires-Zottarelli (2012) sugerem que a espécie tem preferéncia por substratos celul6sicos,
porém, a mesma foi observada em iscas ecdise de cobra, exoesqueleto de camarao.

Descricdo da espécie: Talo eucarpico, monocéntrico, extra/intramatrical.
Zoosporangios lisos e hialinos, exoperculados e endoperculados, esféricos, subesféricos
e ovais, sua parede pode enrugar apos liberacéo de zo6sporos. Zoosporos esféricos com
numerosas goticulas lipidicas hialinas (Jerénimo et al. 2015).

':’

A) Zoosporangio operculado B) Zo6sporos.
Fonte: Nascimento & Pires-Zottarelli (2007). Fonte: Ludger

Figura 07: Karlingia granulata Karling.

Karlingia rosea (de Bary & Woronin) Johanson, Am. J. Bot. 31:399. 1944. Basinémio:
Rhizophlyctis rosea (De Bary & Woronin) A. Fish, Rabenhorst’s Kryptogamen-FI. 1: 122.
1891.Figura 08.
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Ocorre em: Acre, Amazonas, Piaui, Maranh&o, Rondénia, Goias, Mato Grosso do
Sul, Paraiba, Alagoas, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul (Karling, 1944, Joffily, 1947, Rocha & Pires-
Zottarelli, 2002, Silva, 2002, Utumi, 2010, Nascimento & Pires-Zottarelli, 2012, Jerénimo
et al., 2015, Porto 2015)

Material examinado: BRASIL. Amazonas: Lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59° 52’ 31.38”) nos pontos 1,2,3 e 4, em amostras de solo. Saprobio em palha de milho
e papel celofane, concordando com Rocha & Pires-Zottarelli 2002, Nascimento & Pires-
Zottarelli (2012), Pires-Zottarelli & Gomes 2007, mostrando assim uma preferéncia da
espécie por substratos celuldsicos.

Descricaodaespécie: Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramtrical. Zoosporangios
exoperculados, esféricos, parede espessa, conteudo réseo alaranjado, com trés tubos
para liberacdo de zo6sporos. Zoosporos esféricos (ROCHA et al. 2002)

A) Zoosporangio em palha de milho. B) Zoosporéangio liberando zo6sporos.
Fonte: Bianca Porto. Fonte: Ludger

Figura 08: Karlingia rosea Karling.

Reino FUNGI

Filo CHYTRIDIOMYCOTA

Ordem CLADOCHYTRIALES

Cladochytrium replicatum Karling, American Journal of Botany 18: 538. 1931.
Figura 09.

Ocorre em: Amazonas, Piaui, Ceara, Pernambuco, Acre, Rondénia, Mato Grosso,
Minas Gerais, Sao Paulo (Schoenlein-Crusius et al. 2006, Pires-Zottarelli & Gomes 2007,
Nascimento & Pires-Zottarelli, 2009, 2012, Ferreira, 2014, Jesus et al., 2013, Porto, 2015)

Material examinado: lago Puraqueraquera (S 03° 03’ 06.95” e W 59° 52’ 31.38"),
nos pontos 3 e 4 em amostras de agua e solo. Saprébio em palha de milho e epiderme
de cebola, concordando com Rocha & Pires-Zottarelli (2002), Pires-Zottarelli & Gomes
(2007), Nascimento & Pires-Zottarelli (2012), Jerdnimo et al. 2015. Sugerindo assim uma
preferéncia da espécie por substratos celulésicos.

Descricao da espécie: Talo eucarpico, policéntrico, intramatrical. Zoosporangios lisos,

inoperculados, ndo apofisados, normalmente terminais, esféricos e ovais, produzindo um
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unico tubo de liberagcéo. Zoosporos com uma Unica goticula lipidica dourada, caracteristica
da espécie (Jerdnimo et al. 2015 e Nascimento & Pires-Zottarelli, 2012).
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A) Zoosporangios com zoOSporos. B) Zo6sporos
Fonte: Ludger. Fonte: Pires-Zottarelli (2007)

Figura 09: Cladochytrium replicatum Karling.

Nowakowskiella elegans (Nowak.) Schroeter, Engler and Prantl, Naturlichen
Pflanzenfam. 1: 82. 1892/1893. Basiénimo: Cladochytrium elegans Nowak, pro parte, in
Cohn, Beitr. Biol. Pflanzen 2: 95. 1876. Figura 10.

Ocorre em: Amazonas, Piaui, Paraiba, Pernambuco, Rond6nia, Sdo Paulo (Rocha &
Pires-Zottarelli 2002, Pires-Zottarelli & Gomez 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli, 2012,
Porto, 2015).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e
W 59° 52’ 31.38”), nos pontos 1 e 5, em amostras de agua e solo. Saprobio em palha
de milho, ecdise de cobra e papel celofane, concordando com Rocha & Pires-Zottarelli
(2012), Pires-Zottarelli & Gomes (2007), Nascimento & Pires-Zottarelli (2012). Sugerindo
assim, uma preferéncia da espécie por substratos celuldsicos.

Descricao da espécie: Talo eucarpico, policéntrico, extra-intramatrical. Zoosporangios
operculados, hialinos, apofisados ou nao, esféricos ou piriformes. Zodsporos incistados
com uma goticula lipidica conspicua (Rocha & Pires-Zottarelli 2002, Nascimento & Pires-
Zottarelli 2009).

. A) Zoosporangios. B) Zoosporangio liberando zoésporos.
Fonte: Bianca Porto. Fonte: Pires-Zottarelli (2007).

Figura 10: Nowakowskiella elegans Schroeter
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Polychytrium aggregatum Ajello, Mycologia 34: 442. 1942. Figura 11

Ocorre em: Amazonas, Piaui, Sao Paulo (Karling, 1943, Silva, 2002, Schoenlein-
Crusius et al., 2006, Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli, 2012,
Jerdnimo et al., 2015, Porto, 2015)

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59°52’31.38”) nos pontos 2,3 e 4, em amostras de agua e solo. Saprobio em exoesqueleto
de camarao, ecdise de cobra, concordando com Nascimento & Pires-Zottarelli (2012),
Pires-Zottarelli & Gomes (2007), Jer6nimo et al. (2015). Apesar de ser mais comum em
substratos quitinosos, a espécie também colonizou substratos celulésicos, como palha de
milho e epiderme de cebola.

Descricdo da espécie: Talo policéntrico, com rizomicélio extensivo, ramificados,
hialino, tornando-se marrom-amarelados na maturidade. Zoosporangios inoperculados e
proliferos, terminais ou intercalares, formando agregados em um rizomicélio ramificado.
Zoosporos esféricos com numerosas goticulas lipidicas (Pires-Zottarelli 2002 & Gomes
2007, Jerdnimo et al. 2015).
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A) Zoosporangio liberando zo6sporos. B) Zoosporéangios vazios.
Fonte: Pires-Zottarelli (2007). Fonte: Ludger

Figura 11: Polychytrium aggreggatum Ajello.

Reino FUNGI

Filo CHYTRIDIOMYCOTA

Ordem MONOBLEPHARIDALES

Gonapodya prolifera (Cornu) A. Fisch. Rabenhorst Kryptogamenflora 1: 382. 1892.
Basionimo: Monoblepharis prolifera Cornu, Bulletin de la Societé Botanique de France 24:
226. 1877. Figura 12.

Ocorre em: Amazonas, Minas Gerais, Piaui, Sdo Paulo (Silva, 2002, Pires-Zottarelli
& Gomes, 2007, Utumi, 2010, Nascimento & Pires-Zottarelli, 2012, Jerénimo et al., 2015,
Porto, 2015)

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e
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W 59° 52’ 31.38”), nos pontos 2,3 e 5, em amostras de solo. Saprdébio em semente de
Sorghum sp., concordando com Pires-Zottarelli (2012).

Descricao da espécie: Micélio com hifas regulares formando pseudo-septos,
dividindoas em segmentos clavados. Zoosporangios obclavados, com proliferacbes
internas, base inflada, porcdo distal alongada e afunilada. Zo6sporos ovais, alguns
esféricos (Karling, 1977, Pires-Zottarelli & Gomes, 2007 e Jerdénimo et al. 2015).
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A) Zoosporangios. B) Zoosporéangios.
Fonte: Ludger Fonte: Jerénimo et al (2015).
Figura 12: Gonapodya prolifera Fish.
Reino FUNGI

Filo CHYTRIDIOMYCOTA

Ordem RHIZOPHYDIALES

Rhizophydium elyense Sparrow, Transactions of the British Mycological Society 40:
525. 1957. Figura 13.

Ocorre em: Amazonas, Piaui, S&o Paulo (Silva, 2002, Pires-Zottarelli & Gomes,
2007, Nascimento & Pires-Zottarelli, 2008, Nascimento & Pires-Zottarelli, 2008, Utumi,
2010, Jerdnimo et al., 2015, Porto, 2015)

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59° 52’ 31.38”) nos pontos 1,2,3 e 4, em amostra de agua e solo. Saprobio em ecdise
de cobra, corroborando com Nascimento & Pires-Zottarelli (2009), Nascimento & Pires-
Zottarelli (2012), Jerénimo et al. (2015).

Descricdo da espécie: Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical.
Zoosporangios sésseis, hialinos, esféricos, angulares ou poliédricos, formado entre 2 a
5 papilas para liberacdo dos zo6sporos. Zodsporos esféricos, com uma unica goticula
lipidica hialina (Jerénimo et al. 2015).
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A) Zoosporangios em ecdise de cobra. B) Rizéide.
Fonte: Pires-Zottarelli & Gomes (2007). Fonte: Ludger

Figura 13: Rhizophydium elyense Sparrow.

Rhizophydium sphaerotheca Zopf, Abhandlungen der Naturforschenden
Gesellschaft zu Halle 17: 92.1887. Figura 14.

Ocorre em: Amazonas, Pernambuco, Piaui, Rondénia, S&o Paulo (Ferreira, 2014,
Jerdnimo et al., 2015, Porto, 2015).

Material examinado: Brasil. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W 59°
52’ 31.38”), em todos os pontos de coleta, amostras de agua e solo. Saprdbio em graos
de pédlen, concordando com Pires-Zottarelli & Gomes (2007). Espécie frequentemente
aparece em graos de poélen.

Descricdo da espécie: Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical. Sistema
rizoidal curto, delicado, levemente dilatado e ramificado. Zoosporangios esféricos,
lisos, hialinos, inoperculados, com 2 a 3 papilas de liberagcdo dos zodsporos. Zodsporos
encistados com um unico glébulo lipidico hialino (Pires-Zottarelli & Gomes 2007).

A) Zoosporangios em graos de pélen. B) Zoosporéngios em graos de pélen.
Fonte: Ludger. Fonte: Pires-Zottarelli & Gomes (2007)

Figura 14: Rhizophydium sphaerotheca Zopf

Rhizophydium stipitatum Sparrow, Transactions of the British Mycological Society
40: 527. 1957. Figura 15.

Ocorre em: Amazonas, Pernambuco, Piaui, Rondbnia, Sdo Paulo (Silva, 2002,
Rocha, 2006, Pires-Zottarelli & Gomes 2007, Nascimento & Pires-Zottarelli 2012, Porto,
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2015)

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59°52’31.38”), no ponto, em amostra de agua. Saprdbio em graos de pdlen, concordando
com Pires-Zottarelli & Gomes (2007), Nascimento & Pires-Zottarelli (2012).

Descricao da espécie: Talo eucarpico, monocéntrico, extra-intramatrical. Sistema
rizoidal pedunculado, extramatrical, saindo da base do zoosporédngio. Zoosporangios
lisos, hialinos, esféricos. Zo6sporos encistados, com uma Unica goticula lipidica

A) Zoosporangio. B) Zoosporéngio em gréo de poélen.
Fonte: Pires-Zottarelli & Gomes (2007). Fonte: Jerénimo et al (2015).

Figura 15: Rhizophydium stipitatum Sparrow.

3.3 Discussao sobre as espécies identificadas pertencentes ao filo Oomycota

Conforme mostrado na tabela 2, foram identificados 9 taxons, sendo 5 em nivel
especifico e 4 a nivel de género, distribuidos em 3 ordens, Leptomitales, Pythiales e
Saprolegniales. Leptomitales, foi representada por 2 géneros e 4 espécies, sendo elas:
Aphanomyces helicoides, Aphanomyces irregulare, Aphanomyces sp. e Leptolegniella
keratinophila. Saprolegniales teve 2 géneros e 3 espécies, sendo eles: Achyla profifera,
Achyla sp., Dichitiucus sp. . Pythiales foi representado por apenas um género e 2 espécies:
Pythiogeton ramosum e Pythiogeton sp..

O género Dictyuchus foi identificado apenas em amostra de agua. Os géneros
Aphanomyces e Achlyaforam os mais abundantes aparecendo em todo periodo amostrado.
Esse resultado corroborou com o resultado de Porto (2010) que no seu trabalho foi visto
uma alta abundancia dos géneros Aphanomyces e Achlya.

A espécie Achlya prolifera foi a espécie com maior abundancia, ocorrendo em todas
as coletas. A espécie Aphanomyces helicoides foi a espécie menos representativa, sendo
identificada apenas na segunda coleta em uma amostra do solo.

N&o houve uma grande diferenca na diversidade de taxons identificados entre a
primeira (chuvosa) e a segunda coleta (seca). Sendo, na primeira coleta foram identificados
7 tdxons e na segunda 6 taxons.
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3.4 Descricao e ilustracao das espécies pertencentes ao Reino Chromista, Filo
Oomycota

Reino CHROMISTA
Filo OOMYCOTA
Ordem LEPTOMITALES

Aphanomyces helicoides von Minden, Kryptogamenfl. Mark Brandenburg 5: 559.
1915. Figura 16

Ocorre em: Amazonas, Piaui, Sdo Paulo (Silva 2002, Rocha 2002, Pires-Zottarelli &
Rocha, 2007).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95”
e W 59° 52’ 31.38”), no ponto 2, em amostras de solo. Saprobio em ecdise de cobra,
concordando com Pires-Zottareli & Rocha (2007) e palha de milho.

Descricéo da espécie: Zoosporéangios cilindricos, longos. Zo6sporos dispostos em
uma unica fileira dentro dos zoosporéangios. Zodsporos encistados. Oogbnios castanho-
amarelados, esféricos, parede lisa. Anteridios diclinos e mondclinos, envolvendo o
pedunculo oogonial e oogbdnios, células anteridiais clavadas, atracacéo lateral. Odsporos
castanho-amarelados, 1 por oogénio, subcéntricos, esféricos. Alguns estudos citam
Aphanomyces helicoides como basinénimo de Aphanomyces laevis Bary, porém precisa-
se de mais estudos para poder confirmar tal fato (Pires-Zottarelli & Rocha, 2007). Espécie
citada pela primeira vez no Brasil por Silva (2002).

B
A) Desenho esquematico Oogbnio lateral com B) Rizoides.
oosporo e anteridios diclinos.
Fonte: Pires-Zottarelli & Rocha (2007). Fonte: Ludger

Figura 16: Aphanomyces helicoides von Minden.

Aphanomyces irregulare Scott, A monograph of the Genus Aphanomyces, Va. Agr.
Exp. Sta, Tech. Bul. 151:47-48. 1961. Figura 17.

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59° 52’ 31.38”), nos pontos 1,2,3 e 4, em amostra de dgua e solo, substrato exoesqueleto
de camarao.

Ocorre em: Amazonas, Sao Paulo (Paiva, dados ndo publicados, Pires-Zottarelli &
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Rocha, 2007, Utumi, 2010, Porto 2015).

Descricdo da espécie: Zoosporangios longos. Zoosporos encistado. Oogbnios
esféricos, laterais, ocasionalmente intercalares e terminais, parede oogonial irregular,
papilas esparsas algumas vezes presentes. Anteridios presentes; ramos anteridiais
monoclinos. Células anteridiais tubulares, simples, com atracacdo lateral. Oosporos
excéntricos, esféricos (Pires-Zottarelli & Rocha, 2007). Espécie citada pela primeira vez
no Amazonas por Paiva & Silva (2013).

Figura 17: Aphanomyces irregulare Scott. Desenho esquematico: Oogdnio lateral, oosporo excéntrico. Fonte: Pires-
Zottarelli & Rocha (2007)

Leptolegniella keratinophila Huneycutt, J. Elisha Mitchell Sci. Soc. 68: 110. 1952.
Figura 18.

Ocorre em: Amazonas, Pernambuco, Piaui, Sdo Paulo (Rocha & Pires-Zottarelli
2002; Gomes & Pires-Zottarelli 2006, Gomes & Pires-Zottarelli 2008, Utumi, 2010, Porto,
2015).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59° 52’ 31.38”), nos pontos 1 e 2, em amostras de solo, semente de Sorghum sp

Descricao da espécie: Talo extensivo, ramificado, intramatrical. Esporos de resisténcia
formados dentro de hifas irregulares, ramificadas, caracteristica da espécie. Esporos
ovais ou esféricos. Zoosporangios ramificados, indiferenciados do micélio vegetativo.
Zob6sporos emergindo incompletamente formados, diplanéticos (Rocha & Pires-Zottarelli
2002; Gomes & Pires-Zottarelli 2006, Gomes & Pires-Zottarelli 2008)
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A) Zoosporangios. B) Esporos de resisténcia.
Fonte: Ludger. Fonte: Nascimento & Pires-Zottarelli (2012).
Figura 18: Leptolegniella keratinophila Huneycutt.
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Reino CHROMISTA

Filo OOMYCOTA

Ordem PYTHIALES

Pythiogeton ramosum Minden, Falck, Mykol. Unters. Berichte 1: 243. 1916. Figura
19.

Ocorre em: Amazonas, Piaui, Rio de Janeiro, S&o Paulo (Silva, 2002, Utumi, 2010,
Nascimento & Pires-Zottarelli, 2012, Porto, 2015). Figura 24

Material examinado: BRASIL, Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e
W 59° 52’ 31.38”), nos pontos 2,3 e 4, em amostras de agua e solo. Saprobio em palha
de milho e semente de Sorghum sp, concordando com Gomes & Pires-Zottarelli (2008),
Nascimento & Pires-Zottarelli (2012), indicando possivelmente a preferéncia da espécie
por substratos celuldsicos.

Descricdo da espécie: Zoosporangios esféricos, piriformes, terminais, ovais ou
irrequlares. Zoosporos encistados. Auséncia de reproducao sexuada (Rocha & Pires-
Zottarelli 2002, Gomes & Pires-Zotteralli 2008, Nascimento & Pires-Zottarelli 2012).

A
A) Desenho esquematico zoosporangio. B) Zoosporéngio.
Fonte: Rocha & Pires-Zottarelli (2002). Fonte: Nascimento & Pires-Zottarelli (2012).

Figura 19: Pythiogeton ramosum Minden.

Reino CHROMISTA

Filo OOMYCOTA

Ordem SAPROLEGNIALES

Achlya prolifera Nees, Nova Acta Acad. Leop. Carol., 11: 514. 1823. Figura 20.

Ocorre em: Amazonas, Minas Gerais, Sdo Paulo (Silva, 2002, Gomes & Pires-
Zottarelli, 2008, Porto, 2015).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: lago Puraquequara (S 03° 03’ 06.95” e W
59°52’31.38”), nos pontos 1, 2, 3 e 4, em amostras de agua e solo, semente de Sorghum
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sp.

Descricdo da espécie: Zoosporéangios fusiformes. Liberagcdo dos zobésporos aclidide.
ZoOsporos encistados. Oogbnios laterais, esféricos, ou parede oogonial lisa, pedunculo
simples. Anteridios diclinos envolvendo pedunculo e oogdnio. O6sporos excéntricos,
esféricos, preenchendo o oogbnio (Gomes & Pires-Zottarelli 2007)
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Figura 20: Achyla prolifera. Anteridio diclinos enrolanos no oogdnio.
Fonte: Gomes & Pires-Zottarelli (2008).

3.5 Preferéncia dos taxons identificados por tipo de substrato (iscas).

Aimportanciados substratos celulésicos, queratinosos e quitinosos para o crescimento
dos organismos zoosporicos foi demonstrada por Sparrow (1960) e Barr (2001). Sparrow
forneceu uma lista com os substratos que esses organismos utilizavam como meio de
cultura (Jerébnimo et al. 2015).

Os substratos mais utilizados como iscas evidenciam que a maioria dos organismos
zoosporicos utilizou os substratos celulésicos, seguido por quitinosos e por ultimo
queratinosos. Entre os substratos celul6sicos, a palha de milho demonstrou ser a mais
evidente, com 21,96% das colonizacdes e epiderme de cebola, foi o substrato com menos
colonizagdes (1,73%).

41 CONCLUSOES

Os resultados obtidos deste trabalho ampliam os dados sobre a diversidade de
fungos zoosporicos para a regido amazonica, porém nao houve identificacdo de nenhuma
espécie que ndo tenha sido encontrado em outros lugares.

Entre os representes do filo Chytridiomycota, a espécie mais frequente foi
Rhyzophydium sphaerotheca e a menos foi Rhyzophydium stipitatum.

No filo Oomycota, a espécie com maior ocorréncia foi Achlya prolifera e a espécie
com menor ocorréncia foi Aphanomyces helicoides.

A diversidade de fungos zoospoéricos nesse trabalho preliminar indicou a presenca
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de fungos zoosporicos, porém pode ser ainda elevada, em virtude de poucas coletas,
justificando a continuidade dos levantamentos na regidao para ampliar os conhecimentos
sobre a sistematica e ecologia dos mesmos.
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RESUMO:Este estudo teve como objetivo
avaliar os fatores de viruléncia como
crescimento a 37°C, producdo de urease e
fosfolipase de leveduras do género Candida na
mucosa palatal e na protese dentaria de idosos
de uma Unidade Basica de Saude em Tefé-
AM. Os idosos avaliados apresentaram faixa
etaria de 65 a 74 anos, a coleta de dados foi
realizada através de exames clinicos orais e
coleta de material bioldégico da mucosa palatal
e da prétese dentaria, com swab’s estéreis e
foram semeadas em placas contendo meio
seletivo CHROMagar ™ Candida. No teste da
urease, os isolados foram semeados em meio
Agar Christensen, e na fosfolipase foi utilizado
método em placa com gema de ovo descrito
por Price, Wilkinson e Gentry. A producao foi
classificada como: muito forte (Pz<0,69), forte
(Pz entre 0,70-0,79), média (Pz entre 0,80—
0,89) ou fraca (Pz entre 0,90-0,99). Dos 67
pacientes avaliados, foram selecionadas 42
amostras. A anélise de dados foi descritiva, por
meio de frequéncias absolutas e relativas. Os
resultados evidenciaram que das 18 amostras
oriundas de Protese dentaria, (13) 72,2% foram
de Candida albicans e (5) 27,7% Candida spp.,
todas cresceram a 37°C e foram negativas para
o teste da Urease, (3) 11,1% das amostras

foram positivas para fosfolipase com producao
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média, as quais, todas eram C. albicans. Das 24 amostras coletadas da boca, 50% das
amostras eram Candida albicans e 50% Candida spp., todas cresceram a 37°C, apenas (1)
4,16% produziu urease sendo Candida spp.; 20,8% (5) produziram fosfolipase, das quais
(1) C. albicans classificada como forte, (2) C. spp. média, (1) C. spp, muito forte, (1) C. spp,
fraca. Os resultados sugerem maior viruléncia de espécies que colonizam a boca e apesar
de Candida albicans ser a mais comumente associada a doencga, outras espécies merecem
atencéo pelo potencial de viruléncia observado.

PALAVRAS-CHAVE: candidiase oral; idosos; fatores de viruléncia.

YEAST VIRULENCE FACTORS OF THE GENDER CANDIDA IN ORAL CAVITY AND
DENTAL PROSTHESES OF ELDERLY PEOPLE FROM A BASIC HEALTH UNIT — TEFE -
AM

ABSTRACT: This study aimed to evaluate virulence factors such as growth at 370C, production
of urease and phospholipase from yeasts of the genus Candida on the palatal mucosa and
dental prosthesis of the elderly in a Basic Health Unit in Tefé-AM. The elderly considered 65
to 74 years old as a data collection performed through oral exams and collection of biological
material from the palatal mucosa and dental prosthesis, with sterile cotton swabs and seeded
in plates used by the CHROMagar TM Candida medium. No urease tests, the selected ones
were sown in the middle of Christensen Agar, and a phospholipase was used in the egg yolk
plate method described by Price, Wilkinson and Gentry. The production was used as: very
strong (Pz=<0.69), strong (Pz between 0.70-0.79), medium (Pz between 0.80-0.89) or weak
(Pz between 0.90— 0.99). Of the 67 selected patients, 42 items were selected. A data analysis
was descriptive, using absolute and related frequencies. The results evidenced by the 18
oral samples of dental prosthesis, (13) 72.2% were from Candida albicans and (5) 27.7%
from Candida spp., All grew at 370C and were negative for the Urease test, (3 )) 11.1% of
the samples were positive for phospholipase with medium production, like which, all were C.
albicans. Of the 24 samples collected in the mouth, 50% were considered Candida albicans
and 50% Candida spp., All grew at 370C, only (1) 4.16% produced urease and Candida
spp.; 20.8% (5) produce phospholipase, of which (1) C. albicans use as a strong, (2) C. spp.
medium, (1) C. spp, very strong, (1) C. spp, weak. The results suggest greater virulence
of species that colonize the mouth and, despite Candida albicans, are the most common
ones associated with the disease, other species deserve attention for the observed virulence
potential.

KEYWORDS: oral candidiasis; elderly; virulence factors.

INTRODUCAO

A Candida albicans é a levedura que mais acomete a cavidade oral, podendo causar
infeccdo. Porém diversos fatores podem estar associados ao aparecimento da candidiase
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ou candidose, que podem estar relacionados com a higiene e saude dos individuos,
mas também com a patogenicidade destes microrganismos. (MARINHO et al., 2019).
Aproximadamente 65% das espécies de Candida spp. sdo incapazes de crescer a uma
temperatura de 37° C, isto impede que estes sejam patdgenos bem-sucedidos ou menos
comensais de humanos (ZOMORODIAN et al., 2016).

A habilidade de Candida spp. causar infeccdo oral depende, além dos fatores
relacionados ao hospedeiro, tais como imunossupressao, alteragcdes no microambiente
oral e da expressao de diferentes fatores de viruléncia, que sao estratégias especificas
para se aderir, colonizar, causar infeccdo e superar as defesas imunolbégicas de
hospedeiros susceptiveis. As principais contribuicdes para a patogenicidade deste fungo
€ sua capacidade de polimorfismo, a habilidade de formacdo de biofilme, producédo de
tubo germinativo, termotolerancia, aderéncia as células epiteliais, produ¢cdo de enzimas
extracelulares e toxinas (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; PEREIRA et al., 2016).

Nos idosos, além das condi¢cdes imunoldgicas, o0 uso de dispositivos protéticos e
condi¢cdes de ma higiene predispéem o ambiente bucal a infecgdes por fungos do género
Candida (SATO et al., 2019). Frente a grande variedade de espécies desta levedura,
torna-se imprescindivel conhecer os fatores de viruléncias expressos por estas pois isto €

fundamental para o tratamento bem-sucedido de pacientes com essas infeccoes.

OBJETIVO

Entdo esse estudo teve como objetivo avaliar os fatores de viruléncia no que tange
ao crescimento a 37°C, producao de urease e fosfolipase de leveduras do género Candida

na mucosa palatal e na protese dentéaria de idosos de uma unidade basica de Tefé-AM.

METODOLOGIA

As amostras foram coletadas durante a realizacdo de uma dissertacédo de mestrado
denominado Condicdes de saude bucal da populacdo idosa em uma comunidade
rural do Amazonas. Este atendeu a todas as peculiaridades éticas previstas pela
resolucdo 466/2012, onde foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua - IDSM (protocolo n° 94742518.4.0000.8117).

Este foi realizados em idosos de faixa etaria de 65 a 74 anos cadastrados em uma
Unidade Bésica de Saude localizada em Tefé — AM, onde através de visitas domiciliares
onde foram realizados exames clinicos orais e coleta de material biol6égico da mucosa
palatal e da protese dentaria, e assim obtidos 42 isolados de Candida identificados pelo
meio seletivo CHROMagar Candida® (BioMerieux, Franca), sendo através desse a
possivel identificacdo cromogénica das espécies de leveduras do género Candida.
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A patogenicidade dos isolados foi avaliada pelo crescimento a 37°C e pela produgéao
de urease e fosfolipase. No teste da urease, os isolados foram previamente reativados
e semeados em meio Agar Christensen (1946) — Agar ureia, sendo incubados a 37°C e
observados por durante sete dias. A presenca de uma mudanga na coloracédo do meio
para vermelho-fucsina indicava producao de urease.

Para o teste da fosfolipase foi utilizado método em placa com gema de ovo descrito
por Price, Wilkinson e Gentry (1982) modificado, sendo o inoculo

das leveduras realizado em triplicata e as placas incubadas a 37°C por sete dias. Os
resultados foram avaliados pelo valor da zona de precipitacéo (Pz), caracterizada como a
média dos didmetros avaliados (colénia/halo+coldnia). A producéao foi classificada como:
muito forte (Pz<0,69), forte (Pz entre 0,70-0,79), média (Pz entre 0,80-0,89) ou fraca (Pz
entre 0,90-0,99). A anélise de dados foi descritiva, por meio de frequéncias absolutas e

relativas.

RESULTADOS

Os 42 isolados de Candida observados, 18 deles eram oriundos das proteses
dentarias, houve prevaléncia de 72,2% (13) da espécie albicans e 27,7% (5) eram
Candida spp. Como fator de viruléncia, todas as amostras cresceram a 370C, porém
foram negativas para o teste da Urease. Enquanto que 11,1% (3) das amostras foram
positivas para fosfolipase e apresentaram produgcédo média, sendo todas C. albicans.

As 24 amostras coletadas da boca, 50% delas eram Candida albicans e 50% Candida
spp. Contudo, todas apresentaram crescimento a 37°C e apenas 1 amostra de Candida
spp. (4,16%) foi produtora de urease. Os 20,8% (5) dos isolados foram produtores de
fosfolipase, sendo 4,16% (1) de C. albicans classificada como forte, enquanto que 4,16%
(1) de Candida spp. apresentou producao muito forte de fosfolipase, assim como 8,3%
(2) de Candida spp. foram classificadas como média e 4,16% (1) de Candida spp. como
fraca.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados sugeriram maior viruléncia de espécies que colonizam a boca e apesar
de Candida albicans ser a mais comumente associada a doenca, outras espécies merecem
atencao pelo potencial de viruléncia observado. Assim as espécies Candida ndo-albicans
também demonstram superior patogenicidade, multirresisténcia aos antifungicos e alto
potencial de viruléncia (SINGH et al.,, 2018; BOAN; GARDAM, 2019; KO et al., 2019).
Estudos como este a nivel domiciliar sdo raros, pois a maioria aborda a candidiase a nivel
ambulatorial ou hospitalar e trabalham com amostras das mesmas. Este &€ importante
para contribuicdo na tomada de decisdo quanto as medidas terapéuticas e profilaticas no
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controle desta infeccdo, para serem alvos de novas terapias contra esses patégenos em
ascensao em regides como a Amazénia Brasileira.
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RESUMO: Dentre as enzimas de interesse
econémico e biotecnolégico, destacam-se
as lipases devido sua versatil aplicabilidade
como no setor

na industria, alimenticio,

agroquimica, produgdo de couro, industria
oleoquimica, farmacéutica, entre outros. Dessa
forma, esse trabalho objetivou isolar fungos
filamentosos de distintas amostras, agua e
areia do mar em Regéncia, bem como agua
e lama do Rio Doce localizado em Linhares,

estado do Espirito Santo, bem como selecionar

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo

PRODUCAO DE LIPASES

um micro-organismo bom produtor de lipases,
a fim de padronizar o cultivo do fungo para
maior producdo enzimatica. Analisou-se
distintos meios de cultura fonte de nitrogénio
e solucdo de sais do meio, sendo a atividade
enziméatica determinada por titulagao. Isolaram-
se dezessete fungos filamentosos, dentre os
quais selecionou-se a linhagem MB 2.7 como
promissora lipolitica, selecionando-se o meio
de cultivo SR, o extrato de levedura como fonte
de nitrogénio e sem solucdo de sais para a
producdo da enzima, a 30 ° C, durante sete dias
de cultivo de forma estacionaria.

PALAVRAS CHAVE: Enzimas, Biotecnologia,

Bioprospeccéo.

ISOLATION OF FILAMENTOUS FUNGI AND
STANDARDIZATION OF THE ISOLATED
MICROORGANISM CULTIVATION Aspergillus
sp. MB 2.7 FOR LIPASE PRODUCTION

ABSTRACT: Among the enzymes of economic
and biotechnological interest, highlighted as
lipases due to their application in the industry,
such as in the food, agrochemical, leather
production,

oleochemical, pharmaceutical

industry, among others. Thus, this objective
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work isolates fungi from different clothes, water and sea sand in Regéncia, as well as water
and mud from the Rio Doce located in Linhares, state of Espirito Santo, as well as selecting
a good lipase-producing microorganism, in order to standardize or grow fungi for greater
enzymatic production. Analyze whether the culture media from the nitrogen source and a
solution of the medium are being a specific enzyme activity for titration. Isolate ten types of
filamentous fungi, among which one selects an MB 2.7 line as a promising lipolytic, calculated
or SR culture medium, or extracts as a nitrogen source and without salt solution for enzyme
production, at 30 ° C, for seven days cultivation in a stationary way.

KEYWORDS: Enzymes, Biotechnology, Bioprospection.

11 INTRODUCAO

As enzimas estdo presentes em micro-organismos, animais e vegetais, e possuem
grande potencial catalitico devido as suas excelentes propriedades funcionais, tais como
atividade, seletividade e especificidade. Desta forma, as enzimas tém sido utilizadas
em varias areas industriais como fonte ideal e promissora para tornar 0s processos
tecnologicos mais eficientes, com altos rendimentos e sem danos ao meio ambiente
(BENASSI et. al, 2012; MUSSATTO et al., 2007)

A producéo de enzimas € uma area da Biotecnologia em crescente expanséao, sendo
a lipase uma das principais enzimas estudadas pela comunidade cientifica, principalmente
devido as suas versateis aplicagdes. As lipases classificam-se como E.C. 3.1.1.3, sendo
hidrolases, ou seja, enzimas catalizadoras do processo de hidrélise das ligacdes ésteres
presentes em moléculas de triacilglicerdéis, na qual liberam acidos graxos, diacilglicerdis,
monoacilglicerois e glicerol (BARATTO et al., 2011).

As lipases séo, portanto, importantes enzimas industriais e tem sido largamente
utilizadas no processamento de 6leos e gorduras, como componentes de detergentes,
na sintese de farmacos e cosméticos, sintese de biopolimeros, na industria alimenticia,
agroquimicos e téxtil (RIOS et al., 2018). Além disso, as lipases tem uma aplicacao
importante no campo da bioenergia, especialmente na producao de biodiesel que € um
setor em expanséo (CANET et al., 2016; MOAZENI et al., 2019).

Devido a grande demanda industrial por novas fontes de lipases com diferentes
caracteristicas bioquimicas, tem-se estimulado a procura de novas cepas de micro-
organismos potenciais lipoliticos, pois as principais fontes de obtencéo de lipases para
aplicacao industrial tém sido principalmente os fungos, dentre eles, os filamentosos sao
classificados como as melhores fontes microbianas produtoras dessas enzimas, sendo as
espécies pertencentes aos géneros Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e Rhizomucor,
as que apresentam maior potencial de producdo (CARDENAS et al., 2001; TROIANO et
al., 2020).

Nessa perspectiva, o presente trabalho teve como obijetivo isolar diferentes fungos
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filamentosos de amostras do Rio Doce e do mar coletadas em Regéncia, municipio de
Linhares, estado do Espirito Santo, bem como, selecionar um micro-organismo promissor
lipolitico, padronizando seu cultivo em busca de maximizar a atividade enziméatica.

2 | METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Biologia do Instituto de Engenharia,
Ciéncia e Tecnologia (IECT), da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVJM) campus Janauba, Minas Gerais, Brasil. Os micro-organismos foram cadastrados
no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), numero A64AD93.

2.1 Coleta das amostras e isolamento dos fungos filamentosos

As amostras do Rio Doce e do mar utilizadas para o isolamento dos fungos
filamentosos foram coletadas, de forma assépticas, em Regéncia, distrito de Linhares —
Espirito Santo (ES), sendo divididas em amostra 1 (dgua do mar), amostra 2 (areia do
mar), amostra 3 (dgua do Rio Doce) e amostra 4 (lama do Rio Doce).

Preparou-se o meio de cultura Sabouraud ISOFAR® vertendo-o em placas de Petri
suplementado com 0,025 g de Estreptomicina Inlab® para cada 40 mL de meio. Conforme
0s meios se solidificaram, as amostras foram postas sob o meio de cultura sdélido, e
incubadas em estufa bacteriolégica, a 30 °C, e o crescimento de fungos filamentosos
foi observado a cada 24 horas, durante sete dias. Os fungos filamentosos que surgiram
foram isolados em novas placas de Petri, contendo o meio de cultura Sabouraud. Durante
o isolamento, observaram-se as caracteristicas macroscépicas quanto a coloracgao,
fundo, pigmentacéo, textura, superficie, borda e topografia. Ap6s a observagdo dessas
caracteristicas a identificacéo dos fungos foi realizada atribuindo-se niumeros sequenciais
para a separacdo dos mesmos.

2.2 Manutencao das cepas em laboratorio

As cepas foram mantidas em meio sélido de aveia Quaker® de acordo com Emerson
(1941), assim como foram conservadas em silica gel Dindmica® segundo a metodologia
descrita por Michelin (2009).

2.3 Microcultivo

A possivel identificagdo dos fungos isolados foi determinada através do microcultivo
empregando a técnica descrita por Ridel (LACAZ, 1991). As cadmaras de microcultivo
constituiram-se por uma placa de Petri com um papel filtro Unifil® e uma lamina, sendo
introduzida uma por¢ao de meio Sabouraud 2 %, sobre alamina da camara de microcultivo.
O micro-organismo foi inoculado sobre o meio e este recoberto com a laminula. A camara

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo Capitulo 12




foi colocada em estufa bacteriolégica, a 30 °C, durante trés dias. ApOs o crescimento dos

fungos, esses foram observados em microscoépio 6ptico com aumento de 100 vezes.

2.4 Selecao dos micro-organismos bons produtores de lipases em meio de cultura
sélido

A selecéo dos fungos filamentosos produtores de lipases seguiu a metodologia
descrita por Sierra (1957). Todos os fungos foram repicados pontualmente, ao centro da
placa de Petri, contendo o meio teste e incubados em estufa bacteriolégica, a 30 °C, por
quatro dias. Em seguida, mediu-se o raio de crescimento da coldnia (cm), sendo calculada
a taxa de crescimento em centimetros.hora™; e o0 halo enzimatico (cm) para os fungos que

apresentaram algum crescimento e atividade lipolitica, respectivamente.
2.5 Selecao do micro-organismo produtor de lipases em meio de cultura submerso

Os fungos foram repicados em tubos de ensaio contendo meio Sabouraud 2 %,
sendo a suspensao de esporos obtida pela insercédo de 5 mL de agua destilada estéril,
retirando-se 1 mL da solugdo e inserindo-a em 25 mL de meio de cultura submerso para
lipase (MSL) (MARINHO, 2011), contidos em Erlenmeyrs de 125 mL. Os meios foram
armazenados por sete dias em estufa bacteriologica, a 30 °C.

2.6 Obtencao do extrato bruto extracelular e o micélio do fungo

Apds o crescimento dos fungos, separou-se 0 micélio do extrato bruto enzimatico
por filtracdo a vacuo. Apds a secagem, o micélio foi pesado em balancga analitica e os
extratos brutos foram submetidos a medicao de volume (mL), pH final e determinacéo da
atividade lipolitica.

2.7 Determinacao da atividade lipolitica

A reacao conteve 1 mL de solucédo tampao fosfato de potassio 0,2 M, pH 7,0; 1 mL
do extrato bruto enzimatico; e 2 mL do substrato da reagéo (azeite de oliva Cocinero®).
Incialmente, o tampéo fosfato de potassio e o substrato foram mantidos a 37 °C, durante 5
minutos, em seguida, inseriu-se o extrato bruto enzimatico, sendo retiradas amostras de 1
mL da mistura nos tempos de 0 e 15 minutos. Posteriormente, vertidas em 1 mL de solucéo
de acetona:etanol (1:1) para interromper a reacdo. Realizou-se a titulagcdo utilizando o
NaOH 0,1 M e solucgéo de fenolftaleina 2 %. A atividade enziméatica foi calculada de acordo
com a equagéo 1.

A= AV, ., XxNx1000 (Equacao 1)

TxV
Onde,
A = Atividade enzimatica (U.mL™);
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AV, = Diferenga do volume de NaOH (mL) utilizado na titulagao no tempo de 15
minutos em relagao ao volume do tempo zero;

N = Normalidade da solu¢do de NaOH,;

1000 = Fator de conversao de mEq-g para yEq-g;

T’ = Tempo de reacao (min);

V = Volume da amostra ap0s separacéo do miceélio.

2.8 Analise de diferentes meios de cultura para producao de lipases pelo fungo isolado

MB 2.7

Realizou-se o in6culo de 1 mL da suspensao de esporos do fungo selecionado em 25
mL dos meios de cultivo submerso, sendo os meios CP (PEIXOTO et al., 2003), Czapek
(WISEMAM, 1975), LTS (SILVA, 2018), SR (RIZZATI et al.,, 2001), e meio submerso
para lipase (MSL) (MARINHO, 2011), contidos em Erlenmeyer de 125 mL. ApOs esse
procedimento, as culturas foram incubadas em estufa bacterioldgica, a 30 °C, durante
sete dias.

2.9 Analise do efeito da fonte de nitrogénio no crescimento do micro-organismo e na

producao de lipases

O fugo MB 2.7 foi cultivado em meio SR variando-se a fonte de nitrogénio na
concentracao de 0,45.102g.mL™", sendo essas o extrato de levedura, peptona, extrato de
levedura acrescido de peptona (1:1), acetato de amdnio e cloreto de aménio. As cepas
foram mantidas a 30 °C, durante sete dias.

2.10 Analise do efeito da solucao de sais do meio de cultura na producao de lipase

O fungo selecionado foi cultivado no meio SR contendo extrato de levedura como
fonte de nitrogénio, variando-se a fonte de sais do cultivo, sendo essas: solucéo de sais
SR, sais Wesson, solugcdo de sais SR acrescido de sais Wesson (1:1) e sem adicao de
sais, sendo mantidos em estufa bacterioldgica, a 30 °C, por sete dias.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento de fungos filamentosos a partir de distintas amostras e analise das

caracteristicas morfolégicas macroscopicas dos isolados

A partir das amostras coletadas isolaram-se dezessete fungos filamentosos, da
agua do mar (amostra 1) isolou-se o micro-organismo MB 1.4; da areia do mar (amostra
2) isolaram-se os organismos MB 2.11 e MB 2.12; assim como a partir da agua do Rio
Doce (amostra 3) isolaram-se os fungos MB 2.1, MB 2.4, MB 2.5, MB 2.6, MB 2.9, MB
2.13A, MB 2.13B e MB 2.14; e a partir da lama do Rio Doce (amostra 4) isolaram-se os
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micro-organismo identificados como MB 1.1, MB 1.2, MB 1.3, MB 2.2, MB 2.7 e MB 2.8.

Apdés o processo de isolamento, observou-se que a maior variabilidade de
fungos filamentosos foram provenientes da agua e lama do Rio Doce, amostras 3 e 4,
respectivamente. Enquanto que o baixo aparecimento de fungos na agua do mar pode
estar correlacionado a quantidade de sal presente na agua, tendo por consequéncia a
desidratagcdo dos micro-organismos, afetando o seu desenvolvimento.

Essesresultados sdo semelhantes aos estudos de Guimaraes e colaboradores (2006),
que isolaram quarenta fungos filamentosos de varias regides do Estado de Sao Paulo,
entre os isolados vinte e trés apresentaram potencial enzimatico. Luz e colaboradores
(2016) analisaram amostras coletadas da regido de Minas Gerais e obtiveram trinta e seis
diferentes micro-organismos em dez amostras coletadas, sendo que 53 % dos isolados
mostraram atividade amilolitica. Vale citar que Benassi e Almeida (2019) coletaram
oito amostras em locais distintos, também na regido de Minas Gerais, e obtiveram-se
quarenta e oito fungos filamentosos de diferentes aspectos morfoldgicos, sendo analisado
o potencial amililitico de dez desses isolados.

Em relacdo as caracteristicas morfoloégicas macroscopicas pode-se inferir que
maioria apresentou coloracdo branca (MB 1.2, MB 1.3, MB 1.4, MB 2.7, MB 2.9, MB
2.11 e MB 2.13A), branca com esporos marrons (MB2.4), branca com esporos amarelos
(MB 2.12), os demais apresentaram as seguintes cores: cinza (MB 1.1), amarelo (MB
2.2 e MB 2.13B), alaranjado (MB 2.8), marrom com bordas claras (MB 2.1 e MB 2.6),
bege (MB 2.5) e rosé (MB 2.14). Os fungos MB 1.1, MB 2.11 e MB 2.14 foram os Unicos
que produziram pigmentacéo, sendo observado pigmento de cor preta, verde e amarelo,
respectivamente. A respeito da textura foi possivel observar que os fungos filamentosos
apresentaram textura algodonosa (MB 1.1, MB 1.2, MB 1.3, MB 1.4, MB 2.8, MB 2.11,
MB 2.13A), aveludada (MB 2.1, MB 2.2, MB 2.4, MB 2.6, MB 2.7, MB 2.9 e MB 2.13B),
pulverulenta (MB 2.5 e MB 2.12) e camurca (MB 2.14).

A maioria dos isolados apresentaram fundo liso (MB 1.1, MB 1.2, MB 1.4, MB 2.2,
MB 2.5, MB 2.7, MB 2.8, MB 2.11, MB 2.12, MB 2.13A e MB 2.14), dos demais fungos,
cinco rugosos (MB 1.3, MB 2.1, MB 2.6, MB 2.9, MB 2.13B) e apenas um pregueado (MB
2.13B). Sobre a superficie observou-se doze fungos de caracteristica lisa (MB 1.1, MB
1.2, MB 1.4, MB 2.2, MB 2.5, MB 2.7, MB 2.8, MB 2,9, MB 2.11, MB 2.12, MB 2.13A e
MB 2.14), trés fissurada (MB 2.1, MB 2.4 e MB 2.6), um rugosa/fissurada (MB 1.3) e um
pregueada (MB 2.13B). Visualizou-se, ainda, os fungos com relagdo as bordas, sendo
que oito foram circular (MB 1.1, MB 1.2, MB 2.1, MB 2.2, MB 2.5, MB 2.6, MB 2.12, MB
2.13B), sete irregulares (MB 1.3, MB 1.4, MB 2.4, MB 2,7, MB 2.8, MB 2.9 e MB 2.11) e
dois regulares (MB 2.13A e MB 2.14). Por fim, sobre a anélise de topografia observou-se
doze fungos de forma plana (MB 1.1, MB 1.2, MB 1.4, MB 2.2, MB 2.5, MB 2.7, MB 2.8,
MB 2.9, MB 2.11, MB 2.12, MB 2.13A e MB 2.13B), trés pregueada (MB 2.1, MB 2.4 e MB
2.6), um fungo de topografia convexa (MB 2.14) e um plana/pregueada (MB 1.3).
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3.2 Analise das caracteristicas microscopicas dos Fungos Filamentosos Isolados

Pode-se observar que os fungos identificados como MB 1.2, MB 2.1, MB 2.4, MB 2.6,
MB 2.7, MB 2.9, MB 2.13A e MB 2.13B possivelmente pertencem ao género Aspergillus,
assim como os fungos MB 2.2 e MB 2.8, pertencem ao género Mucor e os fungos MB
2.5 e MB 2.14 possivelmente pertencem ao género Paecilomyces. Em relagdo ao fungo
MB 1.3, o mesmo apresentou, possivelmente, o género Rhyzopus. Os demais néo foram
identificados (Figura 1).

Figura 1 - Imagem microscopica dos fungos filamentosos isolados a partir de amostras coletadas em
Regéncia-Linhares/ES.

3.3 Screening dos fungos filamentosos produtores de lipases em meio sélido

A linhagem identificada como MB 1.1 foi a Unica que ndo apresentou crescimento
micelial, enquanto que os fungos Aspergillus sp. MB 1.2, Rhizopus sp. MB 1.3, MB 1.4,
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Mucor sp. MB 2.2, Aspergillus sp. MB 2.4, Paecilomyces sp. MB 2.5, Mucor sp. MB 2.8,
Aspergillus sp. MB 2.9, MB 2.11, MB 2.12 e Aspergillus sp. MB 2.13A apresentaram
crescimento de 0,0125 cm.h', 0,0469 cm.h", 0,0365 cm.h", 0,0416 cm.h", 0,0135 cm.h™",
0,0104 cm.h", 0,0229 cm.h*, 0,0198 cm.h', 0,0135 cm.h'', 0,0313 cm.h' € 0,0156 cm.h"",
respectivamente; mesmo nao apresentando halo enzimatico.

Enquanto que, os fungos filamentosos isolados promissores para a producao de
lipase foram os Aspergillus sp. MB 2.1, Aspergillus sp. MB 2.6, Aspergillus sp. MB 2.7,
Aspergillus sp. MB 2.13B e Paecilomyces sp. MB 2.14. Pode-se afirmar que dentre esses
micro-organismos, a linhagem MB 2.7 foi a que apresentou maior taxa de crescimento,
sendo de 0,0396 cm.h'' com um halo enzimatico de 1,0 cm, enquanto a linhagem que
apresentou o maior halo de atividade lipolitica foi o MB 2.13B, com 1,5 cm e 0,0187 cm.h"'
como taxa de crescimento.

Pode-se inferir que, nem todos os fungos que possuem alta taxa de crescimento séo
capazes de produzir a enzima lipase, as linhagens Mucor sp. MB 1.3 e Rhyzopus sp. MB
2.2 séo exemplos desse caso. Vale citar, também, que o Aspergillus sp. MB 2.6 obteve
resultados satisfatérios quanto ao halo da producéo enzimatica 1,0 cm, enquanto a sua
taxa de crescimento foi a menor (0,0083 cm.h") em relacéo aos outros fungos.

3.4 Analise da producao de lipase em meio submerso

A partir da realizacéo da triagem inicial em meio sélido, cinco linhagens de fungos
filamentosos foram selecionados, sendo esses identificados como Aspergillus sp. MB 2.1,
Aspergillus sp. MB 2.6, Aspergillus sp. MB 2.7, Aspergillus sp. MB 2.13B e Paecilomyces
sp. MB 2.14. Observou-se que o Aspergillus sp. MB 2.7 produziu maior massa micelial,
apresentando aproximadamente 3,8 %, 12 %, 3,3 % e 19,6 % a mais que as linhagens
Aspergillus sp. MB 2.1, Aspergillus sp. MB 2.6, Aspergillus sp. MB 2.13B e Paecelomyces
sp. MB 2.14, respectivamente (Tabela 1). Ao analisar o pH final do extrato enziméatico foi
possivel observar que todas a linhagens obtiveram pH acido, apresentando uma variacao
de 3,5 a 5,5.

A linhagem que obteve o pH mais acido foi o Aspergillus sp. MB 2.13B com pH
3,53 e menor atividade lipolitica de 3,57 U totais, enquanto que o Aspergillus sp. MB 2.7
obteve a mais expressiva atividade enziméatica, 12,93 U totais, apresentou o pH menos
acido, pH 5,48, seguido do Aspergillus sp. MB 2.1 com 6,39 U totais, equivalendo a,
aproximadamente, 50 % e 72 % menos atividade que a linhagem de maior atividade
lipolitica, respectivamente. Vale citar que, as demais linhagens apresentaram atividade
zero, apesar de apresentarem crescimento (Tabela 1). Apds a analise dos resultados, o
fungo filamentoso estabilizado para estudo foi o MB 2.7.
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Fungo Massa micelial pH final do extrato Atividade

(9) enzimatico (U totais)
MB 2.7 0,258 5,48 12,93
MB 2.1 0,248 5,08 6,39
MB 2.13B 0,249 3,53 3,57
MB 2.6 0,227 5,22 0
MB 2.14 0,207 4,36 0

Tabela 1 — Andlise da atividade de lipases produzida pelos fungos filamentosos isolados em meio de
cultura submerso.

3.5 Determinacao do meio de cultura para crescimento do fungo Aspergillus sp. MB

2.7 e producao lipolitica

O meio considerado propicio para as condicdes estabelecidas foi 0 meio SR com
15,57 U totais, seguido pelo MSL com 13,04 U totais, Czapek com 2,21 U totais, CP com
0,51 U totais e meio LTS, o qual ndo apresentou atividade enzimatica.

As atividades metabdlicas desenvolvidas pelos micro-organismos estao atreladas
as formas com que esses sao submetidos. Este € um critério que esta diretamente ligado
ao produto de interesse. Portanto, € destacada a importancia de escolher e analisar os
nutrientes adequados para o cultivo de uma linhagem, utilizando-se fontes propicias que
favorecam o bom desempenho do micro-organismo e retirar aquelas que o inibem. A
composicao do meio de cultivo é um fator de grande importancia na producéo de lipases.
Os meios de cultura sdo suplementados com a utilizacdo de compostos quimicamente
conhecidos ou matérias-primas naturais (COELHO et al., 2008).

Diante do observado nesse trabalho, os resultados corroboram com os constatado
por Facchini e seus colaboradores (2016), cujo meio de cultura selecionado para producao
de lipases pelo fungo Fusarium oxysporum foi o meio submerso SR, a 30 ° C, apés trés
dias de cultivo a 100 rpm.

3.6 Determinacao da fonte de nitrogénio do meio de cultura para producao de lipase

Analisando-se a massa micelial, pode-se dizer que o meio SR contendo apenas
extrato de levedura apresentou biomassa inferior (0,488 g) quando comparada ao meio
controle SR (0,523 g), entretanto foi observado uma maior atividade lipolitica, sendo essa
de 14 % superior ao meio SR (Tabela 2).

Pode-se observar que as fontes de nitrogénio alteraram significativamente o pH da
solucéo, sendo 6,26 para o extrato de levedura, ou seja, quando comparado ao meio
controle, 5,44, este obteve um aumento de 13 % na alcalinidade (Tabela 2).

Os resultados demonstraram que o Aspergillus sp. MB 2.7 obteve melhor atividade

enzimatica no meio SR na presenca de extrato de levedura, sendo a fonte de nitrogénio
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mais favoravel com 15,10 U totais, seguido pelo meio controle SR com 12,96 U totais,
cloreto de amdnio com 8,06 U totais e peptona com 5,81 U totais (Tabela 2).

Fonte Massa micelial pH final do Atividade
(9) Extrato (U totais)
Enzimatico
SR 0,523 5,44 12,96
Extrato Levedura 0,488 6,26 15,10
Cloreto de aménio 0,169 4,47 8,06
Peptona 0,154 7,02 5,81
Extrato Levedura + Peptona 0,410 7,22 4,80
Acetato de ambnio 0,197 7,06 4,30

Tabela 2 - Andlise de diferentes fontes de nitrogénio do meio submerso SR para a producao lipolitica
pelo fungo Aspergillus sp. MB 2.7.

O nitrogénio € um importante composto encontrado na natureza nas formas organica
e inorgénica. Constitui-se de proteinas, acidos nucléicos e outros compostos celulares,
tornando-o um elemento de grande importancia na producdo enzimatica. As fontes de
nitrogénio possuem uma elevada importancia na sintese das enzimas (TAN et al., 2003).

3.7 Determinacao da solucao de sais do meio de cultura submerso para producao de

lipases

Observou-se que a producdo enzimatica na auséncia de sais do meio submerso
SR foi significativa na atividade lipolitica obtendo 20,20 U totais, sendo essa 23 % maior
quando comparada ao meio contendo a solu¢do do préprio meio SR (Tabela 3).

Esses resultados sao de especial valia uma vez que a ndo insercao de sais no meio
de cultura diminui custo na producao enzimatica, além de ser observado um aumento
significativo na atividade da enzima. Dessa forma a lipase produzida pelo fungo Aspergillus
sp. MB 2.7 em meio submerso SR contendo extrato de levedura como fonte de nitrogénio
sem solucdes de sais, durante sete dias, a 30 °C mostrou-se ser promissora na aplicagao
biotecnologica.

Sais Massa micelial pH final Atividade
(9) extrato enzimatico (U total)
SR 0,147 7,00 15,53
SR + Wesson 0,211 6,23 8,57
Wesson 0,127 6,82 11,90
Sem sais 0,197 6,71 20,20

Tabela 3 - Andlise da influéncia de diferentes solucdes de sais para a producgéo lipolitica pelo fungo
Aspergillus sp. MB 2.7.




41 CONCLUSAO

Esse trabalhou demostrou a importancia da prospeccao de fungos filamentosos
a partir de distintos ambientes e a padronizacdo das condi¢cdes quimicas para seu
crescimento e producéo de lipase.

No presente trabalho, foram coletadas quatro diferentes amostras do municipio de
Linhares-ES, sendo isolados dezessete fungos filamentosos, sendo esses possivelmente
pertencentes ao género Aspergillus, Mucor, Paecilomyces e Rhyzopus, sendo os demais
fungos nao identificados. A partir do fungos isolados, selecionou-se o Aspergillus sp. MB
2.7, como potencial lipolitico sem adicdo de sais e contendo extrato de levedura como
fonte de nitrogénio. Dessa forma, pode-se dizer que o trabalho foi desenvolvido com éxito,
dentro das caracteristicas estabelecidas, e apresentou potencial biotecnoldégico uma vez
que o fungo Aspergillus sp. MB 2.7 tem capacidade de produzir a enzima de interesse

com atividade significativa para possiveis aplicagdes industriais.
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RESUMO: As abelhas sem ferrdao sao altamente
adaptadas e responsaveis pela maior parte da
polinizacdo das arvores nativas, grande é a
variedade de organismos associados a elas,
como virus, bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. Estudos ja realizados tém
relatado o consumo in natura e uso de fungos
para enriqguecimento e produc¢do alimentar por
abelhas sem ferrdo, além de outra interacdo
ainda ndo compreendidas. Desta forma este
trabalho teve como objetivo isolar fungos do

trato digestivo de abelhas sem ferrdo Melipona

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo

seminigra merrillae Cockerell, 1919. Foram
utilizadas 10 abelhas, coletadas de colmeias
artificiais em um Meliponario de Oriximina-
PA, no periodo de estiagem do ano de 2018.
As abelhas coletadas foram transferidas para
tubos estéreis, acondicionados sob refrigeracao
e levadas ao Laboratério Multidisciplinar de
Biologia da Universidade Federal do Oeste
do Para (UFOPA), Campus Oriximina, onde
as abelhas foram esterilizadas, dissecadas e
transferindo-se a parte anterior do intestino
(Foregut), intestino médio (Midgute) e intestino
posterior (Hindgut) para tubos contendo solugao
salina, o plagueamento posterior da solugéo em
meio SABOURAUD em triplicata, e incubadas
a 28 °C para desenvolvimento e isolamento
das colbnias. Ap6s o desenvolvimento das
estruturas fungicas, foi realizada a identificagao
morfolégica a partir de caracteres macro e
microscopicos das culturas em microcultivo sob
laminulas, depositadas sobre laminas.Neste
estudo foram observadas 522 colbnias, onde
81 nao desenvolveram estruturas reprodutivas
e foram consideradas Micélio estéril, 127
desenvolveram estruturas reprodutivas mais
nao foram o suficiente paraidentifica-las e 314
foram identificadas, distribuidas e 10 géneros.
Destas o género Geotrichum (203) foi o mais
predominante, seguido de Penicillium (47),
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Curvularia (17), Cladosporium (16), Fusarium (16), Paecilomyces (5), Aspergillus (3),
Colletotrichum (3), Candida (3) e Syncephalastrum (1). Com este trabalho espera-se conhecer
um pouco da biota fungica do trato digestivo dessas abelhas sem ferr&o, e a possibilidade da
descoberta de novas espécies de fungos.

PALAVRAS-CHAVE: Abelhas sem ferrdo, intestino e fungos

OCCURRENCE OF FUNGI ASSOCIATED WITH THE GUT OF STINGLESS BEES
Melipona seminigra MERRILLAE COCKERELL, 1919

ABSTRACT: Stingless bees are highly adapted and responsible for the greater pollination of
native trees, the variety of organisms associated with them, such as viruses, bacteria, yeasts
and filamentous fungi, is great. Studies already carried out have reported consumption in
natura and use of fungi for enrichment and food production by stingless bees, in addition
to another interaction not yet understood. In this way, this work aimed to isolate fungi from
the digestive tract of stingless bees Melipona seminigra merrillae Cockerell, 1919. Ten bees
were used, collected from artificial hives in a Meliponario in Oriximina-PA, in the drought
period of the year 2018. The collected bees were transferred to sterile tubes, packed under
refrigeration and taken to the Multidisciplinary Biology Laboratory of the Federal University
of Western Parad (UFOPA), Campus Oriximina, where the bees were sterilized, dissected
and the anterior part of the foregut was transferred, midgute and hindgut for tubes containing
saline solution, the posterior plating of the solution in SABOURAUD medium was performed
in triplicate, and incubated at 28 °C for development and isolation of colonies. After the
development of fungal structures, morphological identification was performed from macro
and microscopic characters of cultures in microcultures under coverslips, deposited on slides.
In this study, 522 colonies were observed, where 81 did not develop reproductive structures
and were considered sterile Mycelium, 127 they developed reproductive structures but were
not enough to identify them and 314 were identified, distributed and 10 genera. Of these, the
genus Geotrichum (203) foi o mais predominante, seguido de Penicillium (47), Curvularia
(17), Cladosporium (16), Fusarium (16), Paecilomyces (5), Aspergillus (3), Colletotrichum
(3), Candida (3) e Syncephalastrum (1). With this work it is expected to know a little about the
fungal biota of the digestive tract of these stingless bees, and the possibility of discovering
new species of fungi.

KEYWORDS: Stingless bees, intestine and fungi.

111.INTRODUCAO

Estima-se, de 25 a 30 mil espécies de abelhas distribuidas nas diferentes regides do
mundo, o Brasil abriga cerca de 25% das espécies (MICHENER, 2000). As abelhas sem
ferrdo possuem cerca de 600 espécies e dessas 244 espécies sao descritas no Brasil
e deste total, 114 espécies estdo na Amazébnia, das 74 espécies do género Melipona
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(PEDRO, 2014), ocorrem exclusivamente da América do Sul até o Norte do México, na
América Central (SOUZA et al., 2009).

Mas desta diversidade de espécies do género Melipona, muitas produzem mel
suficiente para ser explorado comercialmente, porém poucas sao criadas com esse
objetivo, Meliponicultura (SILVEIRA et al., 2002). Os ecossistemas brasileiros, em especial
0 amazonico, possuem muitas condi¢des que favorecem a criagédo dessas abelhas. Dentre
elas, podemos citar: clima quente, flora rica em espécies fornecedoras de néctar, pdlen,
resina e floracado mais distribuida ao longo do ano, além de um grande mercado com boa
cotacao para esse produto (VENTURIERI, 2008).

O desenvolvimento da criagdo racional das colénias dessas abelhas possibilita a
exploracdo econdmica de seus produtos, que serve de suporte econdmico para muitas
pessoas proporcionando-lhes uma fonte alternativa de renda (SOUZA et al., 2009). Embora
a producao de mel das abelhas sem ferrdo seja inferior as da abelha Apis mellifera,
as Melipona possuem vantagens muito importantes em relacdo as outras espécies,
especialmente pelo fato delas estarem muito mais adaptadas a polinizagcdo das arvores
nativas (VENTURIERI, 2008).

Todas as espécies de insetos conhecidos abrigam uma comunidade rica e complexa
de microrganismos como acaros, protozoarios, virus, bactérias ou fungos, onde podem ser
encontrados em sua superficie corpérea ou em seu interior, entre eles estdo as abelhas
(SOUZA et al., 2018). A maioria das espécies de abelhas nativas sem ferrdo carece de
informagdes sobre seu comportamento, reproducdo e microbiota associada, e um dos
aspectos importantes sobre a biologia desses insetos é o conhecimento da microbiota
fungica, a qual pode causar enfermidade a esses organismos e ha poucos relatos sobre
a relacéo da microbiota com abelhas sem ferrdo (PALUDO et al., 2019).

Apesar de estudos relatarem a microbiota de colmeias (MORAIS et al., 2013) e
méis de abelhas sem ferrdo no Brasil (SOUZA et al., 2009; MATOS et al., 2011), poucos
estudos tém examinado diretamente a microbiota fungica desses organismos da regiao
Amazénica (FERRAZ el al., 2008; SILVA et al.,, 2011; SOUZA et al., 2018), estudos
envolvendo microrganismos associados a abelhas podem ajudar no desenvolvimento de
estratégias para proteger as abelhas (MOTTA et al., 2018).

Neste contexto, realizou-se um levantamento visando conhecer a ocorréncia de

fungos no intestino de abelhas sem ferrdo M. seminigra.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material biolégico e isolamento fungico

Foram investigadas 10 abelhas sem ferrdo em um Meliponario urbano, no periodo de

menor incidéncia de chuvas (estiagem), més de setembro do ano de 2018, no municipio
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de Oriximina, (06°27°47.4”S 98°05’91.5”W), Par4, Brasil, onde foram isolados fungos em
todas as abelhas analisadas.

As abelhas foram coletadas vivas com auxilio de pincas, transferindo-as para tubos
individuais esterilizados, acondicionando-os em caixa térmica refrigerada para eutanasia
por hipotermia das abelhas e preservacdo do material, para transporte até o Laboratério
Multidisciplinar de Biologia, do Campus de Oriximina da Universidade Federal do Oeste
do Para - UFOPA para posterior analise.

As abelhas foram desinfectadas superficialmente em uma solucao de 0,5% de
hipoclorito de so6dio por 1 minuto e enxaguadas em agua destilada estéril. Posteriormente,
imersas em uma solucéo de 0,05% de acido ascorbico mais 0,05% de acido citrico por 1
minuto. Ao termino deste processo as abelhas foram dissecadas e transferindo-se a parte
anterior do intestino (Foregut), intestino médio (Midgute) e intestino posterior (Hindgut)
para tubos contendo 1,0 mL de uma solucéo salina 0,8% acondicionadas em micro tubos.

A remocéao dos esporos do intestino das abelhas foi por agitacdo em vortex por 10
minutos. Aliquotas de 100 uL de cada amostra foram transferidas para placas de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrose (SDA) com solucdo de antibiotico Amoxicilina 100
mg/L, em triplicata. O pH do meio de cultura foi aferido em 6.8 e incubadas em estufa BOD
a 28 °C por até 30 dias.

2.2 Purificacao das coldnias isoladas

A técnica da cultura monospoérica foi utilizada para purificacdo das amostras de
fungos, onde um pequeno fragmento de inéculo foi transferido para tubo contendo 1,0 mL
de solucdo Tween 80, agitando em vértex (SAO JOSE et al., 1994).

A diluicdo realizada em série, retirando-se 100 pL da suspensdo da amostra,
transferindo-a para um tubo contendo 900 pL de solucdo salina estéril, a diluicao foi
repetida sucessivamente até 103.

Ao final da série de dilui¢des, 100 pL da diluicdo 102 foi inoculada em triplicata,
em placas com SDA, e incubadas a 28 °C por 48 horas. ApOs este periodo, as coldnias
foram inoculadas em tubos com 0 mesmo meio de isolamento. As amostras puras foram
repicadas para posterior identificacao.

2.3 Microcultivo em lamina para identificacao morfologica de fungos

A técnica de microcultivo em Iamina, segundo Riddell (1950), modificada, onde foi
depositado um pedaco circular de papel filtro sobre o fundo de uma placa de Petri, a qual
recebeu um par de laminulas 24 x 24 mm e uma lamina 76 x 26 mm esterilizadas.

Dois blocos de meio SDA foram transferidos para a superficie central da Iamina
estéril, e nas extremidades do bloco de agar o inoculo de uma porcdo da colénia, e

as laminulas depositadas sobre a superficie do bloco, o papel foi umedecido com agua
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destilada esterilizada, suficiente para cinco a sete dias.

Apdés o crescimento fungico mostrar-se visualmente suficiente, as laminulas
removidas e dispostas sobre uma gota do corante azul-de-lactofenol na superficie de
uma lamina e analisadas em microscopia 6ptica (ONIONS et al., 1981), para identificacao
de suas estruturas sexuais e/ou assexuais (ELLIS, 1971; BARNETT e HUNTER, 1972;
ARX, 1974).

De cada um dos isolados foram armazenadas duplicatas da colénia matriz conforme
o método Castellani (ARAUJO et al., 2002) e mantidos em temperatura ambiente. Col6nias
que nédo desenvolverem estruturas reprodutivas foram reinoculadas e submetidas a
variagcado natemperatura, pH, luz e nutrientes para estimular o desenvolvimento reprodutivo.
Os fungos identificados estdo catalogados e estocados na micoteca do Laboratorio
Multidisciplinar de Biologia, do Campus de Oriximina da Universidade Federal do Oeste
do Para - UFOPA.

2.4 Identificacao morfolégica de fungos nao filamentosos

Para uma classificacdo morfologica eficaz, os aspectos macroscopicos das coldnias
analisados quanto a: cor, textura, tamanho, elevacéo, tipo de borda, brilho e forma. Os
aspectos microscopicos das células quanto a: forma, presenca de filamentos, brotamento
e o tipo de esporos, além de testes fisiologicos de assimilacdo e fermentacao de agucares,
entre outros (NEUFELD, 1999).

31 RESULTADOS

Neste estudo foram observadas 522 col6nias, onde 81 ndo desenvolveram estruturas
reprodutivas e foram consideradas Micélio estéril, 127 desenvolveram estruturas
reprodutivas mais nao foram o suficiente para identifica-las e 314 foram identificadas a
nivel de género (Grafico 1 e Tabela 1).

Os isolados do género Geotrichum (203) foram os mais incidentes neste estudo,
seguidos de Penicillium (47), Curvularia (17), Cladosporium (16), Fusarium (16),
Paecilomyces (5), Aspergillus (3), Colletotrichum (3), Candida (3) e na outra vertente o
género Syncephalastrum (1) teve a menor incidéncia (Grafico 1).

Os isolados da parte Foregut das abelhas sem ferrdo foram mais incidentes com
183 isolados e 10 géneros identificados, seguido do Midgut, 178 isolados, 8 géneros e
Hindgut, 161 isolados, 7 géneros.
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Gréfico 1. Fungos isolados do intestino de abelhas sem ferrdo M. seminigra, coletadas em um
Meliponario urbano no municipio de Oriximina-PA.

Intestino
Géneros Foregut Midgut Hindgut n°isolados
Geotrichum 75 68 60 203
Penicillium 19 15 13 47
Curvularia 5 10 2 17
Fusarium 4 10 2 16
Cladosporium 3 6 7 16
Paecilomyces 5 - - 5
Asperygillus 1 1 1 3
Colletotrichum 1 1 1 3
Candida 1 2 - 3
Syncephalastrum 1 - - 1
Micelio exterio 23 29 29 81
Néo identificado 45 36 46 127
Total 183 178 161 522

Tabela 1. Isolados fungicos do intestino de abelhas sem ferrdo M. seminigra coletadas em um
Meliponario urbano no municipio de Oriximina-PA.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Aimportancia das abelhas para as nossas florestas é incalculavel, a acdo do homem
no ambiente esta diretamente ligada ao desaparecimento de milhdes de abelhas ao redor
do mundo, ocasionando perdas imensuraveis. A busca por conhecimento relacionado
ao meio de vida desses individuos - e para com outros organismos - € crucial para
compreendermos muitas das relacdes ainda nao explicadas.
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RESUMO: O
neoformans

complexo  Cryptococcus

compreende duas espécies,
responsaveis por causar criptococose, sendo
a principal manifestacdo a meningoencefalite
em imunocomprometidos. Sua patogenicidade
esta relacionada aos fatores de viruléncia. O

tratamento desta enfermidade é dificultado
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NEOFORMANS

devido aos farmacos apresentarem alta

toxicidade, resisténcia do fungo e pouca

eficiéncia  terapéutica. Pesquisa com
produtos naturais biologicamente ativos tem
demonstrado que os 6leos essenciais (OESs)
apresentam importante atividade antifungica.
Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a eficacia como antifungico e acao
sobre os fatores de viruléncia em espécies do
complexo C. neoformans do O6leo essencial
de Cybopogom flexuosus (Capim liméo). C.
flexuosus reduziu o tamanho da capsula em
48,7%, inibiu a producédo de melanina, urease,
fosfolipase e DNAse em 30%, 30%, 25% e 15%
respectivamente. Os dados demonstraram
que os isolados n&o produziram proteinase
e a atividade hemolitica foi reduzida em 45%
para C. flexuosos. Os resultados enaltecem o
potencial desse 6leo essencial no tratamento
da criptococose assim como na inibicao
dos fatores de viruléncia. Esses dados séo
promissores, sendo necessario pesquisas mais

aprofundadas para o desenvolvimento um novo

farmaco.
PALAVRAS-CHAVE: Cryptococcus
neoformans, Oleos essenciais, Cybopogom

flexuosus, fatores de viruléncia.
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INFLUENCE OF THE CYMBOPOGON FLEXUOSUS ESSENTIAL OIL ON THE
SUSCETIBILITY AND YEAST VIRULENCE FACTORS OF THE CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS COMPLEX

ABSTRACT: The Cryptococcus neoformans complex comprises two species, responsible
for causing cryptococcosis, the main manifestation of which is meningoencephalitis
in immunocompromised individuals. Its pathogenicity is related to virulence factors.
The treatment of this disease is difficult due to the fact that the drugs have high toxicity,
resistance of the fungus and little therapeutic efficiency. Research with biologically active
natural products has shown that essential oils (OEs) have important antifungal activity. Thus,
the present study aimed to evaluate the efficacy as an antifungal and action on virulence
factors in species of the C. neoformans complex of Cybopogom flexuosus (Capim lemon)
essential oil. C. flexuosus reduced the size of the capsule by 48.7%, inhibited the production
of melanin, urease, phospholipase and DNAse by 30%, 30%, 25% and 15% respectively. The
data demonstrated that the isolates did not produce proteinase and the hemolytic activity was
reduced by 45% for C. flexuosos. The results highlight the potential of this essential oil in the
treatment of cryptococcosis as well as in the inhibition of virulence factors. These data are
promising and further research is needed to develop a new drug.

KEYWORDS: Cryptococcus neoformans, essential oils, Cybopogom flexuosus, virulence
factors.

11 INTRODUCAO

As leveduras do complexo Cryptococcus neoformans compreende por fungos
altamente patogénicos, causadores de sintomas graves e evoluindo para lesbes no
sistema nervoso (SNC), este acometimento contribui para aumento da mortalidade (Chang
& Kwon-Chung 1994; Durski et al. 2013; Meya et al. 2015those with CM at day 0 (n = 40).

A infeccdo denominada de Criptococose € responsavel por acometer de forma
sistémica e estarelacionada com duas espécies: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii (Cogliati 2013). Esta infeccéo fungica ocorre de forma inesperada e auxiliada por
fatores de viruléncia especificos a exemplo da capsula polissacaridica, fosfolipase,
uréase, proteinase, hemolisinas, melanina e Dnase favorecem a patogenia (Steinbach et
al. 2007).

O diagnostico da criptococose é realizado através de exames laboratoriais, usando
técnicas de exame direto (ED), cultura, sorologia, diagnéstico molecular a partir de
amostras do liquor, escarro, biopsia tecidual, lavado brénquico, sangue, urina, secrecao
prostatica e amostra de medula (Mitchell & Perfect 1995; Gazzoni et al. 2008).

Atualmente o servico de saude utiliza alguns farmacos para conter a evolugcéo da
doenca, entretanto nem sempre € suficiente para alcancar uma terapéutica eficaz, pois
efeitos colaterais causados pela presenca de toxicidade e resisténcia farmacoldgica
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prejudicam a continuidade do tratamento, entre esses os principais antifungicos prescritos
séo fluconazol, anfotericina B e itraconazol (Saag et al. 2000; Ellis 2002; Severo et al.
2009; Davis et al. 2015;Ravikant et al. 2015).

O género Cymbopogon pertence a familia Poaceae e contém 140 espécies sendo
encontradas por todas regides do mundo e na india foram descritas cerca de 45 espécies.
Esta planta em regides de clima tropical e subtropical, espalhadas pela Asia, Africa e pelas
Américas, especificamente em regiées de solo montanhoso, arenosos e em pastagens
(Padalia et al. 2011).

2| METODOLOGIA

2.1 C. flexuosus

O Oleo essencial de C. flexuosus armazenado na temperatura -4°C a fim de manter
a integridade estrutural e conservar todos os compostos fitoquimicos. O OE foi preparado
por solubilizacdo em dimetilssulfoxido 0,1% (DMSO) e diluidos em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) (Sigma, EUA), com glutamina e sem bicarbonato de sédio,
tamponados a pH 7,0 com acido morfolinopropanossulfénico (MOPS, Sigma Chemical).
Para a realizac&o dos experimentos foi utilizada a concentracéo final de 20000 pyg/mL do
OE e a partir desta foi desenvolvida uma solugao inicial de 2048 pyg/mL.

2.2 Inéculos

Os estudos foram realizados utilizando 20 isolados do complexo C. neoformans de
origem clinica, entre esse duas cepas ATCC 90112 C.neoformans e ATCC24065 C.gattii
pertencentes Micoteca do Laboratério de Micologia do IPTSP/UFG. Todos os isolados
foram obtidos do liquor de pacientes com SIDA.

2.3 Avaliacao da susceptibilidade in vitro para determinacao da CIM e CFM

Para avaliacédo da atividade antifungica, foi utilizada a metodologia de microdiluicao
em caldo padronizada pelo CLSI, mostrando que OE de C. flexuosus em 15 isolados de C.
neoformans mostrou uma média da CIMs de 192 pg/ml, onde 53,8% apresentou 16 pg/ml.
Além disso constatamos que as CFMs 320 pyg ml, demonstrando que 46,1% dos isolados
de C. neoformans foram inibidos em 256 pg/ml.

Para 5 isolados de C. gattii observou-se CIMs de 72 pug/ml, sendo que 66,6% foram
inibidos a 128 pyg/ml e os dados obtidos para CFMs mostraram que na concentracao de
128 pg/ml, néo se observou crescimento em 50% dos isolados.

Os valores da CIM, foi de 128ug/ml e na CIM,, foi 256pg/ml. Observamos que valores
de CIM e CFM a acédo do OE caracterizou pelo efeito fungistatico em concentracdes

menores que 4 X CIM.
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O OE C. flexuosus conseguiu apresentar acéo antifungica eficaz sobre as leveduras
do complexo C. neoformans, no entanto devido a utilizacdo de concentragdes altas é
sugestivo que sua acao seja caracterizada como moderada em relagéo a outros estudos.

31 RESULTADOS

3.1 Cinética de crescimento microbiano

A observacdo do crescimento dos isolados de Cryptococcus foi analisada pela
técnica de Klepser et al. 1997 & 1998, onde apds acao do OE em diversas concentracoes
do OE e periodos de exposi¢do é realizada a contagem de col6nia formadas.

A acédo do OE de C. flexuosus interagindo no crescimento das leveduras de C.
neoformans ATCC 90112 demonstraram diminuicdo na contagem de colbnias nas
concentragdes de 2 X CIM e 4 X CIM. Em uma concentracéo correspondente a 2 X CIM
apos 20 h, ndo se observou o crescimento de colénias, 0 mesmo ocorrendo apds 6 horas
submetidas a 4 X CIM.
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Figura 01 - Cinética de crescimento de C. neoformans sob diversas concentracbes do OE de C.
flexuosus.

Acdo da C. flexuosus sob o crescimento da cepa de C. gattiATCC 24065 demonstrou
que 8 horas de exposicao inibiu o crescimento total na concentracado de 4XCIM. Quando
submetido a concentracdes inferiores, nao houve inibicao o crescimento do fungo

3.2 Formacao da capsula polissacaridica

A analise da formacéao de cépsula foi realizada através da metodologia de indug¢éao
de capsula padronizada por Zaragoza & Casadevall, 2004, onde utilizamos um meio
indutor acrescido de OE em diversas concentragdes para inoculacdo dos isolados de
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Cryptococcus.

Figura 02 - Cépsula formada pelo isolado L2 de C. neoformans apés exposi¢do aos: (a) — controle
positivo (b) C. flexuosus em tinta da nanquim (400X).

Foi observado que os isolados submetidos como controle positivo, meio contendo
somente o indutor, apresentaram uma média de diametro capsular de 10,30um enquanto
no controle negativo usando somente Caldo Sabouraud dextrose 3% foi 4,72um.
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Figura 03 - Média dos diametros das capsulas produzidas por isolados do complexo C. neoformans
apos acédo do OEs de C. flexuosus, controle positivo (meio indutor) e controle negativo (CSD).
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Figura 04 - Comparacao dos resultados do didmetro da cdpsula de C. neoformans expostas ao OE de
C. flexuosus, controle positivo e negativo.

No entanto ao realizar o teste usando o OE C. flexuosus mostrou variacao do
tamanho da capsula para 5,45 pm, esses valores demonstraram que houve uma redugcao
significativa no didametro em comparacao com o controle positivo (p<0,0001).

3.3 Producao de melanina

A avaliacdo da capacidade de producdo de melanina foi realizada com auxilio do
método de Paliwal & Randhawa,1978, usando o meio de cultura agar niger como meio de
cultura que favorecera a formacéo do pigmento.

Analisando a acdo do 6leo de C. flexuosus utilizando a CIM em meio de cultura,
observamos que apés a inoculacao das leveduras obtivemos resultados demonstrando
inibicdo da produgdo em respectivamente 12 isolados.

3.4 Producao da uréase

O experimento para observacdo da acdo da enzima foi realizado através da
inoculacédo dos isolados em meio de cultura ureia de Christensen segundo Gomes et
al.2010 contendo o 6leo analisado. Os testes com C. flexuosus mostrou que ao usar a
CIM houve inibicdo da produc¢do em 25 % dos isolados avaliados.

3.5 Atividade da fosfolipase

A observacdo da atividade da enzima foi analisada a partir da metodologia de
crescimento em meio fosfolipase desenvolvida por Price et al. 1982. Onde foi possivel
detectar zonas de acédo enzimatica ao entrar em contato com o meio de cultura rico em
lipideos.
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Figura 05 - Avaliacdo da atividade de fosfolipase com formacéao de halos precipitagéo dos isolados do
complexo Crytococcus neoformans e controle ATCC 90028 (Candida albicans) expostos a C. flexuosus.
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Figura 06 - Resultados da média dos valores da atividade enzimética dos isolados do complexo C.
neoformans submetidos ao OE de C. flexuosus.

Os experimentos utilizando %2 CIM do OE de C. flexuosus mostrou que 10% dos
isolados nao demostraram efeito da fosfolipase no meio de cultura, no entanto ao usarmos

a CIM o percentual de reducgéo alcangou 25%.

3.6 Atividade da proteinase

A proteinase foi avaliada pela técnica de Ruchel et al.1982, caracterizada pela
utilizacdo de um meio de cultura rico em albumina bovina poderé interagir com a enzima.
Os testes mostraram que as leveduras analisadas nao apresentaram atividade desta
enzima, sendo que o controle positivo com ATCC 90028 C. albicans foi caracteristico para

atividade enzimatica.
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3.7 Producao das Hemolisinas
Para determinacdo da presenca das enzimas foi utilizada a técnica de Luo et al.
2001. Onde foi possivel aferir a dimensao dos halos formados pela hemdélise causada

pela interagdo das leveduras com o meio de cultura rico a base sangue.

Figura 07 - Avaliagcdo da atividade hemolitica em isolados do complexo C. neoformans apés ac¢ao de
OE de C. flexuosus.
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Figura 08 - Média dos resultados de atividade hemolitica dos isolados do complexo C. neformans sob
acdo da CIM e 2 X CIM do OE C. flexuosus.

A presenca da zona de hemdlise indicou que o OE na CIM inibiu a atividade

das hemolisinas em 45% dos isolados de Cryptococcus, valores demonstraram ser

significativos (p<0,0001) ao comprar com o controle negativo, na auséncia do 6leo, houve

uma diferenca significativa.
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3.8 Producao da Dnase

O teste para analisar a producéao de Dnase foi realizado em meio de cultura contendo
acido desoxirribonucleico 0,2% (Merk/Alemanha). Para observar a formacédo halos

relacionado com atividade da enzima produzida pelos isolados.

Figura 09 - Producdo de DNAse em isolados do complexo C. neoformans: (a) - Meio de cultura
contendo CIM do OE de C. flexusosus.

Os valores da acao enziméatica ap6s submissao ao 6leo na CIM, mostrou que 15% dos
isolados ndao demostraram halos caracteristicos de atividade da Dnase. Correspondendo
a média da variacdo dos halos de aproximadamente 0,6 mm, em comparagdo com 0O
controle negativo na auséncia de OE com valores de 0,5 mm houve presenca da acéo

enzimatica em todos os isolados p=0,0427.
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Figura 10 - Média de didmetro dos halos resultante da acdo da DNAse em isolados de C. neoformans
apds acéo do OE de C. flexuosus.
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41 CONCLUSOES

Os experimentos mostraram C. flexuosus apresentaram acdo antifungica sobre
as leveduras do complexo C. neoformans, apresentando acao fungicida em altas
concentragdes, especificamente acima de 4X CIM. Além disso foi observado a capacidade
que o OE possui para comprometer a capacidade de formacgao da capsula polissacaridica.
O efeito perante outros fatores fui satisfatério, quando se observa a interferéncia na
produgcdo da melanina em 60% dos isolados avaliados.

Foi constatado que a acao da uréase e fosfolipase foi inibida em 25% das leveduras
analisadas. Valores para a atividade de hemolisinas foram mais expressivos e chegando a
45% de reducédo de hemolise. Também foi constatado que producédo de Dnase apresentou
pouca reducdo, onde somente 15% teve auséncia da acdo desta enzima. Perante os
dados analisados, a acdo do OE nao foi percebida na avaliagdo da proteinase fungica.

Os resultados relacionados a atividade deste OE mostraram atividade antifungica
consideravel na interferéncia da producao de importantes fatores de viruléncia, tornando
de grande importancia a continuidade dos estudos.
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RESUMO: Em individuos saudaveis, leveduras
do género Candida fazem parte de microbiota
gastrointestinal e genitourinaria. Entretanto,
em condicbes favoraveis, estes podem
resultar em infecgdes fungicas. Devido as
diversas manifestacdes clinicas e dificuldades
no diagnostico e tratamento, as infeccbes
fungicas representam uma das infeccbes mais
importantes entre pacientes hospitalizados
e imunocomprometidos. Apesar de Candida
albicans ser a principal espécie associada as
infecgcbes fungicas, houve um aumento na

incidéncia de espécies Candida nao-albicans,
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como C. glabrata e C. krusei, relatadas como
menos sensiveis aos antifungicos. Visto que
o tratamento antifungico varia de acordo com
a espécie, a rapida identificacéo e a avaliagao
do perfil de susceptibilidade antifungica podem
auxiliar no manejo clinico do paciente com
infeccao,alémdecontribuirparaomonitoramento
de espécies resistentes. O objetivo deste
trabalho foi descrever os principais métodos
de identificagcdo fenotipica e de avaliacdo da
susceptibilidade antifungica e, apresentar um
fluxograma de orientacdo visando o rapido
diagnéstico em casos de suspeita de infec¢des
invasivas por Candida sp. Entre os métodos
de identificacdo fenotipica, destacam-se os
métodos convencionais, agares cromogénicos
e 0s métodos automatizados, como o MALDI-
TOF-MS. Apesar das vantagens da realizacéo
do teste de susceptibilidade antifungica, o
teste ndo é realizado com frequéncia na
rotina laboratorial. A partir da padronizacao
da avaliacdo da susceptibilidade antifungica
publicada pelo CLSI (Clinical and Laboratorial
Standards Institute), diversos métodos foram
desenvolvidos para reduzir custos, facilitar e
adequar a rotina laboratorial, tais como o E-test,
Sensititre YeastOne e Vitek 2.

PALAVRAS-CHAVE:
Candida sp., Susceptibilidade antifungica.

Infecgcbes  fangicas,
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MAIN METHODS OF LABORATORY DIAGNOSIS AND ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY
EVALUATION OF CANDIDA SP.

ABSTRACT: In healthy individuals, yeasts of the genus Candida are part of the gastrointestinal
and genitourinary microbiota. However, under favorable conditions, it can result in fungal
infections. Due to the diverse clinical manifestations and to the difficulties in diagnosis and
treatment, fungal infections represent one of the most important infections among hospitalized
and immunocompromised patients. Although Candida albicans is the main species associated
with fungal infections, there was an increase in the incidence of non-Candida albicans
species, such as C. glabrata and C. Krusei, reported as less sensitive to antifungal agents.
Since the antifungal treatment varies according to the species, the rapid identification and
the antifungal susceptibility profile evaluation can help in the clinical management of the
infected patient, besides contributing to the monitoring of resistant species. The objective of
this work was to describe the main methods of phenotypic identification and evaluation of
antifungal susceptibility and to present an orientation flowchart aimed at the rapid diagnosis in
cases of suspected Candida sp. invasive infections. Among the main phenotypic identification
methods, stand out the conventional methods, chromogenic agar and automated methods, as
MALDI-TOF-MS. Despite the advantages of performing the antifungal susceptibility test, it’s
not often performed in a laboratory routine. After the antifungal susceptibility standardization
published by CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), several methods have been
developed to reduce costs, facilitate and adapt to laboratory routine, such as the E-test,
Sensititre YeastOne and Vitek 2.

KEYWORDS: Fungal Infections, Candida sp., Antifungal Susceptibility.

11 INTRODUCAO

As infeccbes fungicas sdo comumente ocasionadas por fungos oportunistas em
funcdo de um aumento na sua coloniza¢do aliado a baixa imunidade local ou geral do
individuo, que podem levar a infecgbes graves com alto risco de mortalidade (PAPPAS
et al., 2018). Apresentam diversas manifestacdes clinicas que dificultam o diagnostico
clinico e laboratorial e, consequentemente, o tratamento do paciente (GIACOMAZZI et
al., 2016).

De acordo com Giacomazzi e colaboradores (2016), no Brasil, as infec¢gdes fungicas
podem afetar em torno de 3,8 milhées de individuos, incluindo infeccdes recorrentes e
infeccdes invasivas. Entre os pacientes hospitalizados, as infec¢gbes fungicas invasivas
representam uma das infeccdes mais importantes, principalmente em pacientes internados
em unidades de tratamento intensivo, devido a alta susceptibilidade e complexidade de
outras doencas presentes (SINGH et al., 2016).
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Os principais fatores de risco associados as infeccbes fungicas invasivas sdo: o
uso de antibiéticos de amplo espectro e de imunossupressores, cateteres e instrumentos
intravasculares, traqueostomia, cateteres urinarios, assim como a infeccao por HIV
(human immunodeficiency virus) e diabetes mellitus (DOI et al., 2016; SINGH et al., 2016;
ALFOUZAN et al., 2017.).

As infec¢cbes fungicas invasivas sdo caracterizadas pela obtencdo do fungo a
partir de cultura de sangue ou outra amostra estéril acompanhada de sinais de infeccéo
(PAPPAS et al., 2018). A maioria destas infeccdes s&o causadas por espécies do género
Candida (SINGH et al., 2016; SIQUEIRA et al., 2018). Leveduras do género Candida fazem
parte da microbiota gastrointestinal e geniturinaria de individuos saudaveis (ALFOUZAN
et al., 2017). Entretanto, as espécies de Candida séo patdégenos oportunistas que em
condi¢cdes favoraveis podem causar infecgdes fungicas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos ou hospitalizados, assim como em pacientes com doencgas
degenerativas ou neoplasicas (PUIG et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2018). No Brasil,
estima-se que em torno de 74% das infec¢des fungicas sejam causadas por Candida sp.
(GIACOMAZZI et al., 2016).

Apesar de Candida albicans ser a espécie frequentemente associada a infeccdes
fungicas, tem sido relatado um aumento na incidéncia de espécies Candida nao-albicans
(CNA), tais como C. glabrata e C. krusei, intrinsecamente menos sensiveis aos azois
(QUINDOS et al., 2014; SINGH et al., 2016; GONZALEZ-LARA et al., 2017; SIQUEIRA et
al., 2018).

Em um estudo multicéntrico retrospectivo realizado por Doi e colaboradores (2016) em
5 regides diferentes no Brasil, de 2007 a 2010, as espécies CNA representaram 65,7% do
total de espécies de Candida isoladas em casos de infecgcado invasiva. O aparecimento de
espécies CNA com menor susceptibilidade a diversos antifungicos destaca a importancia
da rapida identificacdo da espécie de Candida e do estudo do perfil de susceptibilidade
em pacientes hospitalizados e imunocomprometidos devido a alta mortalidade associada
(PUIG et al., 2017).

A identificacdo laboratorial de Candida sp. pode ser realizada por métodos
convencionais, sorologicos e espectrometria de massa, assim como métodos moleculares
tais como RFLP (restriction fragment length polymorphism) e RAPD (randomly amplified
polymorphic DNA) (ALAM et al., 2014).

Com a emergéncia de espécies resistentes aos antifungicos disponiveis, a
determinacao do perfil de susceptibilidade torna-se cada vez mais importante e, com isso,
a partir da padronizacdo do teste de susceptibilidade antifungica para leveduras pelo
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), novos métodos automatizados e semi-
automatizados foram desenvolvidos para simplificar e diminuir custos do procedimento
(CUENCA-ESTRELLA et al., 2010).

Métodos de identificacéo e avaliacdo da susceptibilidade in vitro auxiliam o manejo
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clinico de pacientes com infec¢cdo, como também contribuem para o monitoramento da
epidemiologia de espécies resistentes (SIQUEIRA et al., 2018). Apesar da disponibilidade
de diversos antifingicos, o risco de mortalidade varia de 30 a 70%, sendo a principal causa
o diagnéstico tardio (GONZALEZ-LARA et al., 2017). Assim, s&0 necessarios métodos
apropriados e mais rapidos de identificacdo da espécie de Candida e a avaliacdo da
susceptibilidade antifungica para definir o tratamento antifungico adequado.

2| OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi descrever os principais métodos de identificacdo
e de avaliacdo da susceptibilidade antifUngica de espécies de Candida e ressaltar os
métodos mais indicados para estes processos. Além disso, propor um fluxograma de
orientacdo para o correto e rapido diagndstico em casos de suspeita de infeccdo por
Candida sp.

31 METODOLOGIA

O levantamento bibliografico foi realizado através de publicagdes sobre o0s principais
métodos de identificacdo de Candida sp. e de avaliagdo da susceptibilidade antifungica,
mediante consulta as bases de dados Medline PubMed (US. National Library of Medicine
National Institutes of Health), ScienceDirect (Elsevier), SpringerLink (Springer) e SciELO
(Scientific Electronic Library Online).

4 1 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 METODOS DE IDENTIFICACAO

Apds a obtencado de col6nias puras de leveduras, sem contaminagédo bacteriana
ou com mais de uma espécie, deve-se realizar o repique em meio de cultura ASD
(agar Sabouraud-Dextrose) para sua identificacdo. O ASD é comumente utilizado nos
laboratérios de micologia por ser relativamente barato e permitir o crescimento e isolamento
das leveduras (ANVISA, 2013). Os testes fenotipicos sdo comumente utilizados para
identificacdo das diferentes espécies de Candida na rotina laboratorial, com base na
morfologia, fisiologia e propriedades bioquimicas. Entretanto, os resultados obtidos séo
presuntivos, sendo necessario mais de um teste para que a identificacdo seja precisa
(NEPPELENBROEK et al., 2014).

Para espécies do género Candida, os métodos de identificacdo mais comuns sao:
pesquisa de tubo germinativo e microcultivo em agar fuba + tween 80 (ANVISA, 2013), além

disso, a ANVISA destaca o uso de agares cromogénicos para isolamento e identificacao
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presuntiva de Candida sp.

4.1.1 4Métodos Convencionais

Os testes convencionais de identificacdo sdo baseados nas caracteristicas
morfolégicas e fisiologicas, e podem levar de 24 a 48h, ou até mais, para completa
identificacao (ALAM et al., 2014). Sao incluidos neste grupo os testes: pesquisa de tubo
germinativo, microcultivo em agar fuba + tween 80 e auxanograma (prova de assimilagcéo
de acgucares) (LACAZ et al., 2002; DEORUKHKAR et al., 2018).

A pesquisa do tubo germinativo é baseada na deteccao de projecdes da levedura sem
constricdo no ponto de insercdo da célula, denominada tubo germinativo, produzido por
Candida albicans ao ser incubado com soro humano por 2h a 37°C (NEPPELENBROEK
et al., 2014; DEORUKHKAR et al., 2018). Este teste é considerado simples, econémico,
eficiente e permite a rapida diferenciacéo de C. albicans de espécies CNA. Entretanto,
este teste nem sempre € preciso visto que em torno de 5% das cepas de Candida
albicans podem nao produzir tubo germinativo, enquanto espécies como C. tropicalis e C.
dubliniensis também podem produzir (ALAM et al.,2014).

As caracteristicas morfoldgicas de hifas e pseudo-hifas, assim como a formacao de
clamidésporos, podem ser observadas ao inocular a levedura em agar fuba + tween 80.
Por ser um meio de cultura limpido, o agar fuba permite a visualizagdo das caracteristicas
morfolégicas diretamente no microscopio (LACAZ et al., 2002), o que torna possivel a
diferenciacéo das espécies de Candida. Além disso, a adi¢do de tween 80 (polissorbato) no
meio de cultura facilita a formacao de clamidésporos, hifas e pseudo-hifas (DEORUKHKAR
et al., 2018). Apesar de ser um método relativamente de baixo custo, esta em desuso para
identificacdo de espécies de Candida, sendo mais utilizado para identificacdo de fungos
filamentosos.

Devido a capacidade de Candida sp. assimilar um carboidrato especifico como Unica
fonte de carbono, é possivel realizar a identificacdo da espécie por meio da prova de
assimilacdo de carboidratos (DEORUKHKAR et al., 2018). Este teste utiliza um meio
de cultura a base de nitrogénio que permite o crescimento de leveduras apds a adi¢cao
e difusdo local de agucar no meio. A assimilagdo de carboidrato é verificada se houver
halo produzido ao redor do local onde o agucar foi adicionado (NEPPELENBROEK et al.,
2014). Apesar da simplicidade, este método é demorado, sendo necessario até 72h de
incubacao para avaliagao dos resultados.

Algumas espécies podem ser facilmente confundidas no momento da identificacao.
Candida dubliniensis, por exemplo, pode ser identificada erroneamente como C. albicans
devido a producédo de clamiddésporos e a capacidade de formar tubo germinativo
(DEORUKHKAR et al., 2018). O teste de temperatura poderia ser empregado para a sua
diferenciacdo. E um teste facil e de baixo custo para a identificacdo de C. dubliniensis,
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que apresenta pouco crescimento ou nenhum crescimento a 42°C, enquanto C. albicans
apresenta bom crescimento nesta temperatura (ALAM et al., 2014; NEPPELENBROEK et
al., 2014).

4.1.2 Agar Cromogénico

Os agares cromogénicos mais utilizados sao: CHROMagar™ Candida e CandiSelect-
4™ Ambos permitem a diferenciacao entre as espécies de Candida, tais como C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei, baseada na acao de enzimas em diversos substratos
cromogénicos, que por sua vez produzem coloragdes variadas (ZHAO et al., 2016;
WOHLMEISTER et al., 2017; DEORUKHKAR et al., 2018).

Este método é considerado simples, apresenta boa especificidade e permite avaliagcao
dos resultados ap6s 24 a 48h de incubacdo (NEPPELENBROEK et al., 2014). Apesar
dos resultados obtidos serem fenotipicos, a identificacdo é presuntiva, relativamente
rapida, e pode favorecer o paciente visto que a terapia inicial pode ser direcionada para a
espécie em potencial. Além disso, 0 uso de agar cromogénico é importante para detectar
coinfeccao por mais de uma espécie de Candida ou até mesmo evitar mais de uma espécie
na mesma amostra durante a avaliacdo da susceptibilidade (ROSENVINGE et al., 2012;
ZHAO et al., 2016).

4.1.3 Meétodos Semi-Automatizados

Entre os sistemas semi-automatizados destacam-se os sistemas API| Candida e o
sistema AUXACOLOR, ambos relatados como sistemas comerciais simples, de rapida e
precisa identificacao de espécies de Candida (CAMPBELL et al., 1999).

O sistema API Candida consiste na utilizagcado de uma tira de plastico descartavel que
contém 10 pogos para a realizagao de 12 testes bioquimicos e colorimétricos: 5 testes de
assimilacéo de acucares e 7 testes enzimaticos. A inoculagdo baseia-se na reidratacao
dos substratos nos pocos com a suspensdo da amostra. Ap6s 18 a 24h de incubacgéo, os
resultados sao lidos e € obtido um perfil numérico com 4 digitos que variam de acordo com
as reacOes enzimaticas produzidas, e assim, um software disponibilizado pelo fabricante
realiza a identificacdao (CAMPBELL et al., 1999).

Quanto ao sistema AUXACOLOR, consiste basicamente de uma microplaca de
plastico descartavel com 16 pogos, sendo um o controle negativo. Os pocos restantes
sao utilizados para realizacao dos testes bioquimicos colorimétricos. Sao eles: 13 testes
de assimilacdo de agucares, um teste de resisténcia a cicloheximida e um teste para
deteccdo da enzima fenol-oxidase. A inoculagao é feita com a reidratacdo dos substratos
com a suspensao da amostra e, em seguida, incubados por 24 a 48h. Os resultados
obtidos sé&o lidos de acordo o perfil de digitos numéricos obtidos comparados com a lista
de referéncia disponibilizada pelo fabricante (CAMPBELL et al., 1999).
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Podem ser utilizados na rotina de laboratérios microbiolégicos devido a facilidade
de realizagao do procedimento, facil leitura e o baixo custo por teste (CAMPBELL et al.,
1999).

4.1.4 MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight

mass spectrometry)

Este método é baseado em feixes de laser que ionizam particulas previamente
inseridas em uma matriz polimérica. As particulas, por sua vez, atravessam um analisador,
atingem um detector e criam um espectro de massa, o qual € comparado com um espectro
de referéncia. O tempo de chegada ao detector (time of flight) entre as moléculas ionizadas
é diferente, isto € colocado em grafico gerando diversos picos. Para cada espécie, o
detector cria um padrao de picos, denominado espectro de massa. O espectro formado
é, entdo, comparado a espectros de referéncia, resultando na identificacdo da espécie
(PASTERNAK, 2012; ALAM et al., 2014; PUIG et al., 2017). Entre os sistemas comerciais
MALDI-TOF-MS, os mais conhecidos e utilizados pelos laboratérios clinicos sao: MALDI-
Sepsityper, MALDI-Biotyper e Vitek-MS™. No Brasil, apenas o sistema MALDI-Sepsityper
nao esta registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,2018) e, portanto,
nao é liberado para uso.

Em estudo realizado por Puig e colaboradores (2017), o sistema Vitek-MS identificou
corretamente 89.9% das amostras a nivel de espécie e 10.1% a nivel de género. De acordo
com Tran e colaboradores (2015), apesar do alto custo de investimento para obtencéao do
equipamento, estima-se uma economia de até 51,5% anualmente, incluindo gastos com
reagentes, manutencéo do equipamento e pessoal técnico.

Devido a rapida identificacao, alta sensibilidade e especificidade, os métodos MALDI-
TOF-MS podem ser uma boa alternativa frente aos métodos convencionais (ROSENVINGE
et al., 2012). Entretanto, Puig e colaboradores (2017) destacam a necessidade de
aprimorar estudos com espécies menos frequentemente encontradas, como C. lusitaniae,
assim como espécies do complexo C. parapsilosis. Alem disso, erros na identificagdo
de espécies fenotipicamente semelhantes, como C. albicans e C. dubliniensis, tém sido
relatados na literatura, sendo necessario utilizar outro método para diferenciacao (HOF
et al., 2012).

Bal e McGill (2018) associaram a rapida identificacdo de espécies de Candida com
a melhora da resposta no tratamento antifungico, visto que, dependendo da espécie
identificada, o perfil de susceptibilidade antifungica é previsivel. Assim, o tratamento
adequado é administrado rapidamente, o que leva a reducédo da mortalidade.

4.1.5 Métodos Automatizados
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Nos ultimos anos, foram desenvolvidos diversos métodos automatizados para
utilizacdo em laboratorios microbiol6gicos, como o sistema Vitek YBC (Yeast Biochemical
Card), Vitek 2 ID-YST e o sistema BD Phoenix Yeast ID, ambos desenvolvidos para acelerar
a identificacdo de leveduras de interesse clinico (MARUCCO et al., 2018). O sistema
BD Phoenix Yeast ID utiliza painéis que realizam testes bioquimicos de fermentacéo,
oxidagao, degradacao e hidrolise de varios substratos, incluindo substratos cromogénicos
e fluorogénicos, além de substratos que contém apenas uma fonte de carbono.

De acordo com Posteraro e colaboradores (2013), os resultados do sistema BD
Phoenix s&o disponibilizados entre 4 a 12h, enquanto o sistema de identificacdo Vitek
2 ID-YST leva até 18h para liberacdo, o que permite economia de tempo de 6 até 14h
quando o sistema BD Phoenix é utilizado em vez do sistema Vitek 2.

A identificacéo pelo sistema BD Phoenix € uma alternativa efetiva para laboratorios
que nao possuem a tecnologia MALDI-TOF-MS por permitir rapidez e confiabilidade na
identificacdo de leveduras na rotina laboratorial (POSTERARO et. al., 2013; MARUCCO
et al., 2018).

4.2 METODOS DE AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

Devido ao aumento das infeccdes fungicas e a emergéncia da resisténcia as drogas
antifungicas, os testes de susceptibilidade tem se tornado cada vez mais importantes
(SIQUEIRA et al., 2018). Apesar da existéncia de um método padronizado, métodos
alternativos de avaliacdo da susceptibilidade foram desenvolvidos com o objetivo de
diminuir o tempo de procedimento e de liberacdo dos resultados.

4.2.1 Microdiluicdo em caldo

Entre os diversos métodos disponiveis, a microdiluicdo em caldo padronizada
e publicada pelo CLSI em 2008, é o padrao-ouro para avaliagdo da susceptibilidade
antifUngica de Candida sp. Este teste permite avaliar o crescimento de espécies de Candida
em diferentes concentragcdes de antifUngicos preparadas por diluicdes seriadas. A menor
concentragcdo que inibe ou diminui em até 50% do crescimento fungico comparado ao
controle, sem antifungico, é determinada de concentracao inibitéria minima (CIM).

As etapas sao realizadas manualmente, divididas principalmente entre preparacéo
das diluigdes dos antifungicos e solucdes a serem utilizadas, preparo do in6culo, leitura
e interpretacdo da CIM (SIQUEIRA et al., 2018). A leitura da CIM é subjetiva se realizada
visualmente, porém, para contornar essa desvantagem, a inibicao do crescimento fungico
pode ser avaliada em espectrofotometro e quantificada em porcentagem em relagdo ao
crescimento controle (PAPPAS et al.,2018).

A microdiluicdo em caldo é um excelente teste para determinar o perfil de
susceptibilidade de Candida sp. e, principalmente, para identificar espécies resistentes
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(PAPPAS et al., 2018). Entretanto, por apresentar custo elevado e por demandar tempo,
nao é frequentemente utilizada nos laboratérios microbiolégicos. Além disso, nem todos
os antifngicos estao disponiveis comercialmente.

A partir da padronizagado realizada pelo CLSI, métodos comerciais automatizados
e semi-automatizados foram desenvolvidos com o objetivo de simplificar a avaliagcdo da
susceptibilidade antifungica, além de diminuir custos e permitir a obtencéo de resultados
mais rapidos (CUENCA-ESTRELLA et al., 2010). Entre os métodos desenvolvidos,
destacam-se os métodos E-test, Vitek 2 e Sensititre YeastOne.

4.2.2 E-test

Apesar da padronizacéao da microdiluicdo em caldo pelo CLSI, muitos laboratérios ndo
realizam a avaliagdo da susceptibilidade antifungica na rotina em funcéo da metodologia
ser trabalhosa e demorada. Com principio similar ao método de difusao em disco, o E-test
€ um meétodo alternativo que permite avaliar a susceptibilidade antifangica de maneira
pratica e menos demorada que o padrao-ouro (ABBES et al., 2012; KUMAR et al., 2015).

O método é baseado no in6éculo de uma suspensdao da amostra em placa com
meio de cultura, seguida da aplicacdo de uma tira impregnada com concentragcoes
predefinidas e crescentes de um unico antifungico (POSTERARO e SANGUINETTI,
2014). Posteriormente, a placa € incubada a 35°C por 24-48h. O halo formado representa
a zona de inibicao de crescimento de Candida sp. e permite identificar a CIM quando este
toca na fita (SONG et al., 2015).

Entre os meios de cultura utilizados, o Agar Casitona é considerado o melhor meio
para E-test por apresentar resultados semelhantes ao método de microdiluicdo em caldo.
Entretanto, o meio de cultura com melhor reprodutibilidade interlaboratorial e recomendado
para esta metodologia € o meio RPMI 1640 (ABBES et al., 2012).

Entre os antifiUngicos disponiveis destacam-se o posaconazol, a anfotericina B, o
fluconazol, o itraconazol, o voriconazol e a caspofungina (ABBES et al., 2012; KUMAR et
al., 2015).

Por apresentar uma metodologia mais simples, rapida e com resultados compativeis
com o método de microdiluicdo em caldo, o E-test pode ser uma alternativa ao padréo-
ouro (KOGA-ITO et al., 2008; POSTERARO & SANGUINETTI, 2014; KUMAR et al., 2015;
SONG et al., 2015). Entretanto, a subjetividade é inevitavel na leitura da CIM obtida e nem
todos os antiflngicos estao disponiveis para esta metodologia (PAPPAS et al., 2018).

4.2.3 Sensititre YeastOne

Baseado na microdiluicdo em caldo, o Sensititre YeastOne € um método colorimétrico
comercial, que dispde placas de 96 pocos com diversos antifungicos em diferentes
concentragdes juntamente com o indicador colorimétrico de crescimento, alamarBlueTM
(Thermo Fisher), ambos liofilizados (ABBES et al., 2012; POSTERARO & SANGUINETTI,
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2014).

Entre os antifungicos disponiveis neste teste, destacam-se: fluconazol, voriconazol,
posaconazol, ravuconazol, anidulafungina, caspofungina e micafungina (PFALLER et al.,
2004; PFALLER et al., 2008. Comercialmente, é possivel adquirir placa com 8 antifungicos:
5-flucitosina, anfotericina B, caspofungina, cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol
e posaconazol (ABBES et al., 2012). Além desta opc¢ao, é disponibilizado também placa
com anidulafungina e micafungina.

O procedimento baseia-se na reidratacao do liofilizado com a suspenséo da levedura
a ser identificada. Em seguida, a placa € selada e incubada por 24h a 35°C. A leitura
da CIM é feita visualmente ao verificar a alteracdo da cor azul para rosa, se houver
crescimento fungico nos pocgos das placas (SIQUEIRA et al., 2018). Por ser relativamente
mais rapido de executar e de alta correlacdo com o padrédo-ouro (PFALLER et al.,
2004; PFALLER, et al., 2008), o Sensititre YeastOne pode ser um método alternativo
para avaliacdo da susceptibilidade antifungica. Entre as desvantagens, destaca-se a
subjetividade do analisador na interpretacéo da CIM e possiveis variacdes de temperatura
no armazenamento, além de poucos antifungicos disponiveis (PAPPAS et al., 2018).

4.2.4 Método Automatizado

Comumente utilizados nos laboratérios de microbiologia, o Vitek 2 € um sistema
comercial automatizado que, por meio da espectrofotometria, detecta crescimento
fungico, realiza a identificacdo e a determinagdo da CIM simultaneamente (CUENCA-
ESTRELLA et al., 2010). Este método requer pouca manipulagdo da amostra. A leitura
do resultado é automaticamente determinada e interpretada pelo software do sistema.
Apesar da facilidade de realizar o procedimento, este método permite avaliacdo de
somente trés diluicbes no teste de susceptibilidade antifungica (SIQUEIRA et al., 2018).
Em estudo sobre comparacao da susceptibilidade antifungica de Candida sp., Alfouzan
e colaboradores (2017) destacaram que o sistema Vitek 2 pode substituir o E-test, o que
permite a avaliacéo in vitro da susceptibilidade antifungica mais rapidamente.

Segundo Gonzalez-Lara e colaboradores (2017), os resultados obtidos na
avaliacdo da susceptibilidade antifuUngica realizada no Vitek 2 sdo semelhantes ao
método de microdiluicdo em caldo do CLSI. O mesmo foi destacado por Cuenca-Estrella
e colaboradores (2010) ao encontrar alta correlacdo com o CLSI, estatisticamente
significativa (p < 0.01). Além disso, o método direto Vitek 2 identifica com precisao a
maioria das espécies de Candida e pode reduzir tempo (13h a 18h) de obtencé&o dos
resultados preliminares (GONZALEZ-LARA et al., 2017).

4.3 FLUXOGRAMA
Conforme revisdo de literatura realizada e o que foi apresentado neste trabalho,
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propomos um fluxograma para auxiliar e direcionar o profissional do laborat6rio em casos de
suspeita de infeccdo por Candida sp., visando o rapido diagnéstico em infec¢gdes invasivas.
A partir de colbnias isoladas em agar Sabouraud Dextrose, recomenda-se realizar repique
em agar cromogénico, visto que este permite uma identificagcdo presuntiva da espécie
de Candida, e partir para identificacdo e avaliacdo da susceptibilidade antifungica. Os
agares cromogénicos, como o CHROMagar® Candida, permitem a visualizacdo de
multiplas espécies em casos de coinfec¢éo e auxiliam no direcionamento do tratamento
antifingico inicial a partir da espécie identificada. Arecomendacéo proposta neste trabalho
é apresentada na Figura 1.

Entre os métodos automatizados recomenda-se o Vitek 2, visto que este realiza
ambos os testes: de identificacdo fenotipica e de avaliacdo da susceptibilidade antifungica.
Ja para metodologias ndo automatizadas, recomenda-se identificacdo da espécie por
métodos convencionais e, para avaliar a susceptibilidade antifungica, recomenda-se a
utilizacdo do método Sensititre YeastOne, devido maior praticidade e simplicidade da
técnica.

Os métodos convencionais representam um marco na identificacdo de Candida sp.
Apesar de demandarem em torno de 72h para obtencao de resultados, estes métodos sao
comumente utilizados na rotina com o auxilio das novas metodologias para diagnostico
complementar. Em razédo das limitagées dos testes convencionais, diferentes métodos
comerciais foram desenvolvidos para facilitar a identificacao de espécies de Candida.
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Figura 1 — FLUXOGRAMA DE RECOMENDACAO PARA DIAGNOSTICO DE INFECGOES INVASIVAS
POR ESPECIES DE CANDIDA

De acordo com a demanda, o método MALDI-TOF-MS é uma excelente alternativa
para identificacado visto que permite rapida obtencéo dos resultados, além de ser de facil
execucao e interpretacdo. O custo para obtencao do equipamento é elevado, entretanto,
o valor por teste realizado é bem reduzido, tornando-o um método com excelente custo-
beneficio. Apesar das vantagens do método, vale ressaltar a importancia de se realizar ao
menos um teste complementar para identificagao.

A microdiluicdo em caldo ainda é o padréo-ouro para avaliagao da susceptibilidade
antifUngica de Candida sp., porém, por ser trabalhoso e de maior custo, ndo é o método
de escolha nos laboratérios de microbiologia. Entre os diversos métodos existentes para
teste de susceptibilidade antifungica, o0 método Sensititre YeastOne € uma alternativa
simples, pratica e de rapida execucao para ser utilizada na rotina.

Os métodos automatizados apresentam os melhores resultados em relacdo a
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rapidez, precisdo e acuracia na obtencéo de resultados de identificacdo e avaliagdo da
susceptibilidade antifungica. E o método de escolha na maioria dos laboratérios clinicos
devido sua praticidade e facilidade de manuseio.

51 CONSIDERACOES FINAIS

A rapida identificacdo da espécie de Candida, especialmente em hemocultura,
pode auxiliar no manejo clinico da infeccdo e permitir a melhor escolha de tratamento,
principalmente em pacientes com elevado risco de desenvolver infeccao fungica invasiva.
Entretanto, aidentificacdo precisa ser especifica, pois erros de identificacdo podem resultar
em terapia improépria visto que a susceptibilidade € baseada na espécie identificada.

Devido ao elevado numero de infecgdes por Candida sp. em pacientes
hospitalizados, ao aumento na incidéncia de espécies resistentes aos antifungicos e ao
alto risco de mortalidade associado, destaca-se a importancia da realizagc&o dos testes de
susceptibilidade antifungica. Estes testes ndo sao realizados na rotina dos laboratérios
de microbiologia devido ao alto custo e tempo de procedimento.

Com o objetivo de adequar o tratamento antifingico e reduzir o risco de mortalidade
em pacientes susceptiveis, destaca-se a relevancia dos estudos de vigilancia que permitem
o acompanhamento da incidéncia das espécies resistentes em casos de infec¢des por
Candida sp., além de permitirem a elaboracéo de novas estratégias para a rapida e correta
identificacao da espécie.
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RESUMO: O territério brasileiro apresenta uma
ampla biodiversidade biologica, especialmente
de fungos filamentosos, microrganismos cujo
potencial para pesquisas biotecnologicas é
enorme pois sao excelentes produtores de
enzimas. Dentre elas, podemos destacar as
pectinases, que sao enzimas que degradam
pectina, componente da parede celular de
vegetais. Industrias como as alimenticias,
téxteis, de papel, de biocombustiveis etc.
precisam degradar a pectina da matéria prima
de seus produtos, porém o alto custo de
producdo de enzimas pectinoliticas é o maior
obstaculo para a comercializagcdo das mesmas,
portanto a substituicado de métodos tradicionais
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de producao, por fungos filamentosos pode
aumentar a eficiéncia de produg¢do da enzimas,
bem como diminuir seus custos. Além da
alta taxa de producdo enzimatica dos fungos
filamentosos, estes organismos podem se
utilizar de residuos agroindustriais como fonte
de carbono para seu crescimento. No presente
artigo foram selecionados fungos filamentosos
bons produtores de pectinases e seu meio de
cultivo foi otimizado utilizando-se residuos
agroindustriais como fonte de carbono, visando
uma alta producdo de pectinases de forma
sustentavel e a baixo custo.

PALAVRAS CHAVE: Bioprospeccédo, fungos

filamentosos, pectinases, Aspergillus, enzimas.

FILAMENTOUS FUNGI SCREENING AIMING
ENZYME PRODUCTION

ABSTRACT: Brazilian territory has a wide
biological biodiversity, especially of flamentous
fungi, microorganisms whose potential for
biotechnologial researches is huge, beacuse
they are excellent enzyme producers. Among
them, there are pectinases, which degrades
pectin, a vegetable cell wall component.
Food, textiles, paper and biofuels industries,
for exemple, need to degrade pectin from row

materials of their products, however, the high
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cost of pectinase production is the biggest obstacle to their commercialization, therefore the
replacement of traditional methods by filamentous fungi, to produce pectinolytic enzymes,
can be more efficient and reduce its cost. In addition to the high rate of filamentous fungi
enzyme prodution, these organisms can use agro-industrial wastes as carbon source for
their grownth. In this article, filamentous fungi, good pectinase producers, were selected and
their culture medium was optimizated using agro-industrial wastes, aiming the highest and
sustainably pectinase production, with a low cost.

KEYWORDS: Bioprospection, flamentous fungi, pectinases, Aspergillus, enzyme.

REVISAO

11 FUNGOS FILAMENTOSOS

Devido a condi¢bes climaticas, o Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades
do planeta, incluindo a dos fungos que podem ser encontrados facilmente em diversos
ecossistemas e habitats (PEREIRA et al., 2017). Apesar da ampla diversidade de
espécies fungos, apenas uma parcela de 6,6% das 1.500.000 estimadas estéo descritas
na literatura, das quais cerca de 13.800 podem ser encontradas no Brasil (KIRK et al.
2008; LEWINSOHN & PRADO 2006).

A maioria dos fungos séo filamentosos e sua morfologia € uma das mais diversas. Sao
organismos multicelulares e apesar de seres microscopicos, podem ser vistos a olho nu
devido seus extensos filamentos chamados de hifas (Figura 1). Essas hifas sdo o suporte
dos conidiéforos que liberam esporos e a organizagdo em trama desses filamentos forma
o micélio (estrutura vista a olho nu) (KAVANAGH, 2005; RAVEN et al., 2013).

CONIDIOFORO

HIFA

& 26 pm
v

Figura 1: Conidi6foros e hifas do fungo Aspergillus thermomutatus, também denominado Neosartorya
pseudoficheri. (Foto: Inaia Ramos Aguiar)
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A fisiologia dos fungos tem grande impacto no meio ambiente, nas industrias
e saude humana. Do ponto de vista ecoldgico, os processos bioquimicos da natureza
ndo aconteceriam sem a participacdo dos fungos como decompositores primarios de
materiais organicos (BENASSI & ALMEIDA, 2019). Eles sdo organismos heterotrofos,
porém sua parede celular constituida de quitina impede a entrada de alimentos na célula
por fagocitose, portanto, fungos devem absorver nutrientes simples e soluveis através
da membrana plasméatica. Para tal, estes secretam enzimas que degradam polimeros
complexos até se tornarem simples e soltveis na membrana (DEACON, 2013).

Os fungos séao facilmente cultivados em laboratério por apresentarem rapido
crescimento, simplicidade de composicao, serem de facil manuseio, ocuparem pouco
espaco e as condicdes de cultivo podem ser facilmente controladas (DESAGIACOMO,
2014). Devido a essas caracteristicas, o potencial industrial dos fungos filamentosos
tem estimulado diversas pesquisas, mas principalmente visando desenvolvimento de
processos de fermentacdo em larga escala e purificacdo de enzimas (Figura2) (BASSANI
& ALMEIDA, 2019). Bioprospeccdao é a pesquisa por microrganismos com potencial
uso econémico e eventual desenvolvimento tecnologico, de forma legal e sustentavel
(SACCARO & NILO, 2011).

Indistria Papeleira

Biocombustiveis

Cosméticos

Medicamentos %% ?

Figura 2: Aplicagcbes industriais de enzimas produzidas por fungos filamentosos. (Imagem: Inaia Ramos
Aguiar).

Produtos de limpeza

2| ENZIMAS

Enzimas sdo biomoléculas envolvidas em catalise de processos bioquimicos, ou
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seja, aumentam a velocidade das reacdes. Podem tanto decompor moléculas grandes
em moléculas menores, como podem construir moléculas maiores a partir de unidades
menores, além de catalisarem alteracdes estruturais. Portanto, todas as reacdes quimicas
gue ocorrem nos seres vivos dependem da acéao de enzimas. Em sua maioria sdo proteinas,
que por sua vez sao compostas por aminoacidos ligados entre si por ligacdes peptidicas
(NELSON & COX, 2011).

A atividade enzimatica pode ser alterada por diversos fatores, dentre eles:
concentracao de substratos; temperatura, sendo que cada enzima tem sua temperatura
6tima; o pH, no qual as enzimas também apresentam um pH 6timo. Sao utilizadas
como biocatalisadores para producdo de alimentos e bebidas, por meio da fermentacao
microbiana natural, mesmo antes de serem descobertas no século XIX (MARQUEZ et al.,
2011). Por serem extremamente eficientes e altamente especificas, desde sua descoberta
foram utilizadas em processos biotecnolégicos como ferramentas promissoras na sintese
de compostos de alto valor agregado e até hoje vém sendo extremamente importantes
para processos industriais de biotecnologia (REGINATTO et al., 2017).

O alto custo na produgdo enzimatica € o maior obstaculo para comercializagéo
de novas enzimas, porém a otimizacdo das condi¢cdes de cultivo e escolha de micro-
organismo adequados, pode levar a uma producédo enzimatica mais eficaz e com reducao
de custos de producdao (MENESES, 2007).

31 PECTINA E PECTINASES

As células vegetais sao aderidas umas as outras pela parede celular, por meio de
uma lamela média, constituida principalmente por pectina (LATARULLO et al., 2016).
Pectinas séo polissacarideos de alto peso molecular, carregadas negativamente (ROSSI,
2011). Sao componentes estruturais de plantas (2 a 10% da biomassa) que contribuem
para integridade e manutencdo desses tecidos, além de participarem da organizacao
estrutural da celulose e hemicelulose (CANTERI et al. 2012; LATARULLO et al., 2016).

Sao complexos coloidais de polissacarideos acidos, compostos de residuos de
acido galacturdnico (GalA), unidos por ligagdes a-1,4 em sua cadeia principal, conhecida
como homogalacturonana (HG), que podem estar parcialmente esterificadas, e com
ramificacdes, conhecidas como ramnogalacturonana | (RG-I) e ramnogalacturonana I
(RG-Il). RG-I consiste na repeticdo de unidades de dissacarideos de acido galacturénico
e ramnose. A RG-Il tem um suporte estrutural de HG, com cadeias laterais complexas
ligadas a residuos de GalA (Figura 3) (RIDLEY et al., 2001).

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo Capitulo 16




Rhamnogalacturonan | K Rhamnogalacturonan Ii

] 4 .
o UO g:(\ 'R J po
9, @ B it
M @ Homogalacturonan ¢ 1) & o
@ %0 & o » ®°

.D'..G'.Q..Q. -

8 "9 "9 8 "9 ..Q.’.......'..'.'....
. . - - - - “. . ®
° °, > & oo
o 3 @9 ee
o e © e
B . Y
o ° ‘
Q
. 2.3
o
i
‘ Rhamnose o L-Fucose . L-Galactose
@ Galacturonic Acid @ D-Oha ® 0o
N Svinco @ Lacedic Acd @ D-Guouonic Add
@ Andnose D-Apiose ® 0-xyose
e Acetyl

Figura 3: Representacéo esquematica convencionais da estrutura da pectina (POLIZELI et al., 2013).

De acordo com as modificagbes nas ligagdes da cadeia principal, podem ser
classificadas em: protopectina, acido pectinico, acido péctico e pectina (UENOJO &
PASTORE, 2007).

Enzimas pectinoliticas, também conhecidas como pectinases, sao utilizadas,
principalmente, na industria alimenticia, na producdo de sucos de frutas ou vinho,
contribuindo para a redug¢édo da viscosidade, de modo a aumentar a eficiéncia de filtragcao
e clarificacdo dos mesmos, além de serem usadas nas industrias téxteis e de papel e
recentemente na extracdo de 6leos vegetais (REGINATTO et al., 2017, ORTIZ et al.,
2017). Tém ganhado significativa atencéo e eficiéncia de uso para fins tecnologicos, em
funcdo de avangos em estudos sobre a natureza dos tecidos vegetais e atualmente quase
5% da producao e vendas de enzimas globais sdo de pectinases (CATHARINA, 2013;
KETIPALLY & RAM, 2018).

41 0 GENERO ASPERGILLUS

Dentre os diversos fungos filamentosos, os fungos do género Aspergillus se destacam
como um dos mais importantes para a producéo de enzimas extracelulares, pois secretam
cerca de 90% de suas enzimas produzidas, o que facilita a extracdo e purificacdo das
mesmas e, além disso, o valor de pH de muitos processos industriais se préxima ao
valor de pH da atividade dos fungos filamentosos, portanto, estes organismos estao
intimamente envolvidos em muitas pesquisas biotecnoldgicas voltadas para processos
industriais, principalmente voltadas para o comercio, incluindo as pesquisas voltaras para
a producéao de pectinases (BENNETT, 2010; REGINATTO et al., 2017; DESAGIACOMO,
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2014).

JUSTIFICATIVA

O aumento da conscientizacdo ambiental nos ultimos anos, principalmente sobre
efeitos da poluicdo industrial, pressionou a industria € o governo para substituir processos
quimicos tradicionais por processos biologicos alternativos, envolvendo micro-organismos
e enzimas (BHARDWAJ et al., 2017). Os coprodutos agroindustriais representam
alternativa viavel, tanto no enfoque nutricional como econémico (SILVA et al., 2007).

Uma das aplicagdes em potencial de residuos industriais pode ser sua utilizacéo
como fonte de carbono em bioprocessos para obtencéo de enzimas, entre outros produtos
(UENOJO & PASTORE, 2007). Nesse cenario, o Brasil tem um papel proeminente na
agricultura, em producéo e exportacéo, principalmente, de café, cana-de-agucar, soja,
frutas e outros produtos que tém grande potencial como fonte de carbono para fungos
filamentosos (DAMASIO et al., 2011).

Agroindustrias geram uma enorme quantidade de materiais residuais, cuja deposi¢ao
no meio causa sérios problemas de poluicéo. A substituicdo dos componentes do meio de
cultivo por residuos industriais desencadeia um processo de producédo ecologicamente
correto e mais econdmico, uma vez que se utiliza de matéria que seria descartada e se
tornaria poluente para o meio ambiente e ainda substitui substratos quimicos de alto custo
para produzir produtos quimicos como as enzimas.

Pectinases sdo enzimas utilizadas em industrias para diversos processos e é
vantajoso que exista uma maneira de produzi-las em grande escala, de forma simples
e de baixo custo. Fungos sdo bons produtores dessas enzimas e a extracdo enzimatica,
cultivo do fungo e seu armazenamento sao processos simples, rapidos e de baixo custo,
fazendo com que esses organismos sejam alvo de estudos biotecnolégicos.

Os resultados deste artigo permitiram determinar fungos bons produtores de
pectinases, os melhores meios de cultivo, tipo de fermentacdo e condicbes de pH e
temperatura para micro-organismos ainda nao descritos na literatura quanto a producao
dessas enzimas. Assim pectinases foram produzidas em meios formulados com composi¢cao
simples, com baixo custo e em quantidades elevadas para futura aplicacao biotecnolégica.
Este estudo envolvendo a producao enzimatica utilizando residuos industriais nao sé, é
um processo que nao causa impactos ambientais, como evita poluicao por degradacéao
de biomassa residual. Este estudo também visa a associacdo das pectinases em um
coquetel enzimatico, que tem como alvo a producdo de acgucares fermentesciveis a
partir da degradacéo de paredes celulares de bagaco de malte de industrias cervejeiras
artesanais e de bagaco de cana de acgucar, levando a formagcao de etanol de segunda
geracao.
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RESUMO: O territério brasileiro apresenta uma
ampla biodiversidade bioldgica, especialmente
de fungos filamentosos, microrganismos cujo
potencial para pesquisas biotecnolégicas é
enorme pois sao excelentes produtores de
enzimas. Dentre elas, podemos destacar as
pectinases, que sdo enzimas que degradam
pectina, componente da parede celular de
vegetais. Industrias como as alimenticias,
téxteis, de papel, de biocombustiveis etc.
precisam degradar a pectina da matéria prima
de seus produtos, porém o alto custo de
producao de enzimas pectinoliticas é o maior
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PRODUTORES DE LIPASE

obstaculo para a comercializagdo das mesmas,
portanto a substituicao de métodos tradicionais
de producéo, por fungos filamentosos pode
aumentar a eficiéncia de producao da enzimas,
bem como diminuir seus custos. Além da
alta taxa de producdo enzimatica dos fungos
filamentosos, estes organismos podem se
utilizar de residuos agroindustriais como fonte
de carbono para seu crescimento. No presente
artigo foram selecionados fungos filamentosos
bons produtores de pectinases e seu meio de
cultivo foi otimizado utilizando-se residuos
agroindustriais como fonte de carbono, visando
uma alta producdo de pectinases de forma
sustentavel e a baixo custo.
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fungos endofiticos.
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ABSTRACT: Brazilian territory has a wide
biological biodiversity, especially of filamentous
fungi, microorganisms whose potential for
biotechnologial researches is huge, beacuse
they are excellent enzyme producers. Among
them, there are pectinases, which degrades
pectin, a vegetable cell wall component.
Food, textiles, paper and biofuels industries,
for exemple, need to degrade pectin from row
materials of their products, however, the high

cost of pectinase production is the biggest
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obstacle to their commercialization, therefore the replacement of traditional methods by
filamentous fungi, to produce pectinolytic enzymes, can be more efficient and reduce its cost.
In addition to the high rate of filamentous fungi enzyme prodution, these organisms can use
agro-industrial wastes as carbon source for their grownth. In this article, filamentous fungi,
good pectinase producers, were selected and their culture medium was optimizated using
agro-industrial wastes, aiming the highest and sustainably pectinase production, with a low
cost.

KEYWORDS: Bioprospection, flamentous fungi, pectinases, Aspergillus, enzyme.

INTRODUCAO

As lipases sé&o enzimas degradadoras de lipidios sua agdo consiste em converter
gorduras em acidos graxos e esterdis. Sua utilizagdo na industria tem se tornado cada
vez mais frequente devido a avancos nas pesquisas em biotecnologia permitindo a sua
utilizacdo principalmente na industria alimenticia, de cosméticos, de detergentes, entre
outras (CARVALHO et al., 2015; COLLA, et al., 2012; RIBEIRO et al., 2011). As lipases de
origem microbiana apresentam um interesse maior em aplicagcdes industriais por serem
consideradas mais estaveis, além de apresentarem ampla especificidade a substratos
(GRIEBELER et al., 2011; CONTESINI et al., 2010). Muitos micro-organismos sao
conhecidos como produtores de lipases extracelulares, incluindo os fungos filamentosos,
sendo assim, o presente estudo objetivou avaliar a capacidade de producao de lipase por
cepas de fungos endofiticos pertencentes aos géneros Alternaria, Penicillium, Fusarium,
Diaporthe e Talaromyces, todas estdo em processo de deposito na Micoteca URM
(University Recife Mycology) da UFPE.

METODOLOGIA

Foi preparado meio de cultura com 2g de Peptona, 1g de NaCl, 0.00012g de CaCl,,
500uL de tween, 3g de Agar e 200 ml de agua destilada em Erlenmeyer de 500ml,
esterilizados e vertidos em placas de Petri esterilizadas. Depositaram-se 20 yL de uma
suspensdo de esporos na concentracdo de 10’ no centro de placas de Petri de 9 cm
contendo meio de cultura. Apdés 7 dias a 30°C em BOD com lampada fluorescente, a
atividade lipasica extracelular foi observada pela formacao de um halo opaco em torno das
colénias fungicas, por degradacéo dos sais de lipidio, conforme Hankin e Anagnostakis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As cepas de Alternaria sp., Penicillium sp., Fusarium sp. e Diaporthe sp. foram
capazes de crescer no meio indutor de lipase, porém nao foi observado a formacao de
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halo de degradacao. O resultado negativo para a formacao de halo de degradacao pode
ser justificado pela limitagdo da técnica utilizada, ndo significando que essas cepas nao
sao produtoras de lipase.

Figura 1. Crescimento das cepas de Diaporthe (A 32), Penicillium (142), Alternaria (B116) e Fusarium
(A34) respectivamente, sem formacao de halo de degradacéo.

Dentre os fungos testados, apenas Talaromyces sp. foi capaz de formar halo opaco
com IE de 1,86, evidenciando sua capacidade degradativa para lipase. Lealem e Gashe
(1994) estabelecem que, para que um micro-organismo seja considerado um bom produtor
de enzimas extracelulares em meio sélido, € necessério que seu IE seja maior ou igual a
2,0, porém, préximo desse valor ja pode ser considerado um bom produtor necessitando
apenas alterar outras condicoes.

Figura 2. Halo de degradacéo da cepa de Talaromyces. A. verso da colonia. B. reverso da col6nia.

CONCLUSAO

Com isso, para essa metodologia, a cepa que mostrou resultado positivo foi
Talaromyces sendo selecionada para estudos posteriores mais aprofundados de
otimizacédo da producéo de lipase.

APOIO

Departamento de Micologia, Micoteca URM (University Recife Mycology) e Laboratorio
de Biotecnologia da Universidade Federal de Pernambuco.
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