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RESUMO

O interesse por pesquisas relacionadas aos endofiticos e as suas propriedades
biotecnolégicas aumenta, a medida que surge a necessidade pela busca de novos
metabdlitos bioativos, produzidos por essas espécies, e que possam combater
micro-organismos multirresistentes. Micro-organismos endofiticos foram isolados de
folnas sadias de Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha) e avaliados
quanto a atividade antimicrobiana, frente a micro-organismos patogénicos, através
de um ensaio primario com blocos de gelose, fermentacdo liquida e testes
realizados com seus extratos. Os extratos foram analisados através de prospeccao
guimica e bioautografia em camada delgada. Obteve-se 237 isolados fungicos, 67
bacterianos e 13 de actinobactérias. Dos quarenta fungos e 13 actinobactérias
testados, 8 (20%) e 13 (100%) apresentaram atividade inibitoria, respectivamente.
Foi realizada fermentacdo liqguida com o fungo (Mycelium stereo F-61) e a
actinobactéria (S. kunmingensis Act-3) 0s quais obtiveram melhores halos de
inibicdo. As fractes etéreas (pH 7,0 — 48 h) provenientes do M. stereo F-61, inibiram
S. aureus (20 mm), E. coli (23 mm) e S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (23
mm). As fracbes de acetato de etila (pH 7,0 — 48 h) oriundas da S. kunmingensis
(NBRC 14463), inibiram S. aureus (29 mm) e S. aureus (MRSA) (20 mm). Esses
extratos apresentaram CMI para a S. kunmingensis Act-3 frente a S. aureus (62
ugmL™") e S. aureus (MRSA) (125 ug mL™"), e para M. stereo F-61 contra S. aureus
(125 pgmL™"), S. aureus (MRSA) (500 ugmL™) e E. coli (500 pgmL™"). A
prospeccao quimica dos extratos do M. stereo F-61 detectou acgUcares redutores e
compostos fendlicos no extrato metandlico, e de triterpenos, esteroides,
mono/sesquiterpenos e compostos fendlicos no extrato etéreo. A bioautografia
constatou que os principios ativos produzidos pela S. kunmingensis Act-3 e pelo M.
stereo F-61 ndo sdo semelhantes aos da planta. Conclui-se que os isolados
produzem metabdlitos secundarios bioativos com acdo antimicrobiana, e
apresentam potencial para a descoberta de nova substancia bioativa de interesse
biotecnoldgico.

Palavras-chave: Fungos endofiticos; Actinobactérias endofiticas; Extracao.



ABSTRACT

The interest in research related to endophytes and their biotechnological properties,
increases as the need arises by the search for new bioactive metabolites, produced
by these species that can combat multi-resistant microorganisms. Endophytic
microorganisms were isolated from healthy leaves of Schinus terebinthifolius Raddi
(Aroeira-Red) and they were evaluated for antimicrobial activity against pathogenic
microorganisms through a primary test with blocks of agar, and liquid fermentation
tests with their extracts. The extracts were analyzed by chemical prospecting and
bioautography thin layer. There was obtained 237 fungal isolates, 67 bacterial and 13
actinobacteria. Were tested forty fungi and 13 actinomycetes, of which 8 (20%) and
13 (100%) had inhibitory activity, respectively. We performed liquid fermentation with
the fungus (Mycelium stereo F-61) and the actinobacteria (Streptomyces
kunmingensis Act-3) which has better inhibition zones. The ethereal fractions (pH
7.0) from the M. stereo F-61, could inhibit S. aureus (20 mm), E. coli (23 mm) and S.
aureus methicillin-resistant (MRSA) (23 mm). The fractions of ethyl acetate (pH 7.0)
derived from S. kunmingensis Act-3 inhibited S. aureus (29 mm) and S. aureus
(MRSA) (20 mm). These extracts showed MIC for S. kunmingensis (NBRC 14463)
against S. aureus (62 mg mL-1) and S. aureus (MRSA) (125 mg mL-1), and the M.
stereo F-61 against S. aureus (125 mg mL-1) S. aureus (MRSA) (500 mg mL-1) and
E. coli (500 mg mL-1). The prospect of chemical extracts of M. stereo F-61 revealed
the presence of sugars and phenolic compounds in methanol extracts, and
triterpenes, steroids, mono / sesquiterpenes and phenolic compounds in the ether
extract. The bioautography found that the active compounds produced by S.
kunmingensis Act-3 and the M. stereo F-61 is not similar to those produced by the
plant. We conclude that the isolates produce bioactive secondary metabolites with
antimicrobial activity, and exhibit potential for the discovery of a new bioactive
substance of biotechnological interest.

Keywords: Endophytic fungi; Endophytic Actinobacteria; Extraction.
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1. INTRODUCAO

As primeiras evidéncias de uma possivel relacdo de simbiose entre micro-
organismos endofiticos e vegetais vieram através da andlise de tecidos fossilizados
de caules e folhas superiores. A partir dai, hipéteses sugerem que esta relacao se
iniciou ha centenas de milhares de anos atras, e a vontade despertada pelos

cientistas na tentativa de entendé-la cresce cada vez mais (STROBEL et al, 2000).

Os endofiticos habitam o interior dos tecidos das plantas de forma
assintomatica, concorrendo com patdégenos, diminuindo o ataque de insetos e a
herbivoria, elevando a tolerdncia a estresses abidticos e bidticos, protegendo a
planta e beneficiando seu desenvolvimento, recebendo em correspondéncia
protecdo e nutrientes do seu hospedeiro (ESPOSITO et al, 2004; BAYAT et al,
2009). Essa relacéo de simbiose permite que 0os micro-organismos endofiticos levem
as plantas algumas alteracdes bioquimicas, morfolégicas e fisiolégicas. Deste modo,
a planta pode passar a se comportar de uma forma diferente, frente a alguns
estresses bidticos ou abiéticos como: herbicidas, salinidade e presenca de metais no
solo, deficiéncia de 4gua no ambiente, ataques herbivoros, entre outros. Tudo isso,
induz a planta a interagir de maneira distinta em relacdo ao endofitico, sendo esse
fato atribuido, muitas vezes, a producdo de novos metabdlitos por parte dos
endofiticos (GUNDEL et al, 2010). Essa interacdo também influencia na composicao

da comunidade vegetal e producéo de nutrientes (DAVITT et al, 2010).

Os micro-organismos endofiticos de plantas medicinais vém sendo bastante
estudados na busca de novos metabdlitos bioativos que possam combater as
bactérias multiresistentes (ARAUJO et al, 2002). Concomitantes aos avangos dos
estudos envolvendo os endofiticos surgem, na literatura mundial, descricbes de
novas espécies desses micro-organismos, que até entdo ndo eram de conhecimento
cientifico, demonstrando com isso, a grande diversidade vegetal ainda inexplorada.
Portanto, estima-se que a medida que forem realizados mais estudos envolvendo
diferentes espécies vegetais, surgirdo novas espécies de endofiticos com novas
propriedades de interesse biotecnoldgico, uma vez que, paises como o Brasil,
apresentam grande parte de sua biodiversidade vegetal, pouco explorada (NETO et
al, 2002; STROBEL, 2006). Os endofiticos possuem estruturas quimicas que, em

associacdo com esses tecidos vegetais, sdao modificadas e otimizadas
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evolutivamente e isso implica uma grande alternativa para a descoberta de novos
metabdlitos secundarios (BASHYAL et al, 2007).

Existem mais de 30.000 casos de doencas descritos clinicamente, dos quais,
menos de um terco sdo curaveis. O surgimento de bactérias resistentes as drogas
tradicionais, novas viroses emergentes e a grande incidéncia mundial de infeccdes
fungicas, sdo uns dos principais responsaveis por essa situacdo. Portanto, é de
interesse publico e cientifico o desenvolvimento de novas terapéuticas capazes de
minimizar esses danos a populagédo a partir do desenvolvimento de novas drogas

oriundas de substancias isoladas dos endofiticos (KUMAR et al, 2011).

Outra ocorréncia bastante significativa e, também, preocupante € o
desmatamento e extrativismo vegetal que acontece, quase sempre, de forma
desordenada e sem planejamento. Grande parte das plantas medicinais € alvo
dessa préatica. Uma forma de minimizar esses danos, garantindo a preservacado das
espécies vegetais, € a utilizacdo dos endofiticos presentes nessas plantas como
forma de producdo de biocompostos, que sdo 0s responsaveis pelas caracteristicas
medicinais presentes no vegetal. A partir dessas substancias, se torna viavel o
desenvolvimento de farmacos sem a necessidade de praticar o desmatamento
(PRINCE, 2008). Deste modo, o estudo da Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-
Vermelha) e de sua relacdo com os micro-organismos endofiticos merece mencao,
uma vez que, além de ser uma planta que apresenta diversas propriedades
medicinais (AMORIM et al, 2003), também ¢€ indicada para o reflorestamento

ambiental, pois se adapta facilmente a diferentes regides e solos (LORENZI, 1992).

Portanto, é necessario continuo desenvolvimento de pesquisas direcionadas
para o isolamento e a caracterizacao biotecnoldgica de endofiticos, podendo, assim,
combater o crescimento de micro-organismos patogénicos resistentes a antifungicos
e antibacterianos (STROBEL et al, 2004), e auxiliar na descoberta de drogas para
uso terapéutico humano (GUO et al, 2008; YAN et al, 2011).

Desta forma, este projeto tem como objetivo o isolamento de endofiticos, da
Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha), com capacidade de inibir o
crescimento de bactérias multirresistente patogénicas, assim como identificar os
metabolitos bioativos produzidos pelos endofiticos, na tentativa de descoberta de

alguma nova substancia bioativa.



20

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL:

- Isolar micro-organismos endofiticos de diferentes tecidos vegetais de Schinus
terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha), avaliar a atividade antimicrobiana dos

isolados e realizar prospecc¢éo quimica dos seus extratos.

2.2 ESPECIFICOS:

- Isolar micro-organismos endofiticos das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi

(Aroeira-Vermelha).

- Realizar testes de atividade antimicrobiana contra diferentes micro-organismos
testes.

- Identificar por biologia molecular os endofiticos que apresentarem os melhores
resultados nos testes realizados.

- Avaliar as concentracdes: minima inibitoria e minima bactericida dos extratos dos
endofiticos frente a micro-organismos patogénicos.

- Através da prospecc¢do quimica, determinar as classes de metabdlitos secundérios
presentes nos extratos dos endofiticos.

- Analisar, por bioautografia em camada delgada, os metabdlitos bioativos dos

endofiticos comparando com os do extrato da planta.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha)

A Schinus terebinthifolius Raddi, também conhecida, botanicamente, como:
Schinus lentiscifolia., Sarcotheca bahiensis Turcz., Schinus antiarthritica Mart.,
Schinus mucromulata Mart., Schinus rhoifolus Mart., Schinus aroeira Vell, e Schinus
chichita Speg. (LORENZI, 2002), é uma arvore da familia Anarcadiaceae, planta
tipica da vegetacao litoranea brasileira, ocorre desde Pernambuco até o Rio Grande
do Sul. Também é bastante encontrada em terrenos alterados sob influéncia
humana (LENZI et al; ORTH, 2005). Foi introduzida em varios paises da América do
Sul, regidbes da América Central, Bermudas, Bahamas, Antilhas, Regibes dos
Estados Unidos da América, Europa Mediterranea, Norte da Africa, Africa do Sul e
paises asiaticos (WILLIAMS et al, 2005). Popularmente conhecida como Aroeira-
Vermelha (RIBAS et al, 2006). Possui facil adaptacdo em uma diversidade de
ambientes e apresenta uma variacdo em seu tamanho de 2 al5 m de altura (LENZI
et al, 2004). Pode ser encontrada em areas de restingas, tendo sua importancia,
uma vez que atua como cobertura vegetal. Na restinga pode ocorrer em diversas
formacgdes vegetacionais, entre elas: formagdo de clusia, mata de restinga e
formacé&o praieira com moitas (ASSUMPCAO & NASCIMENTO, 2000).

FIGURA 3.1 - Schinus terebenthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha). Fonte:

http://www.sementespodseeds.com.br/Impr/Img/aroeira0l.jpg acesso em: 20/08/2012 as 20:00.
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Seus frutos pequenos e de coloracdo vermelha, séo ovais e semelhantes a
pequenas pimentas (LENZI et al, 2005), quando maduros adquirem um aspecto
vermelho brilhante, chegando a 5 mm e apresentando apenas uma semente em seu
interior (JESUS et al, 2007).

FIGURA 3.2 — Folhas e frutos da Schinus terebenthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha). Fonte:
http://2.bp.blogspot.com/__MIgQxGwSQs/SwO3EvpEqri/AAAAAAAACBA/gPMMVGHIbYQ/s1600/Aro
eirat+vermelha+(3).JPG acesso em: 20/08/2012 as 20:00.

Os seus ramos secundarios sdo compostos por folhas imparipinadas, com um
aroma caracteristico, que possuem de 3 a 10 pares de foliolos glabros (LENZI;
ORTH, 2004).

Cesario e Gaglianone (2008) classificaram taxonomicamente as flores da
Schinus terebinthifolius Raddi como, pentdmera, actinomorfas, pequenas, diapétalas
e dialissépalas, dispostas em inflorescéncias compostas do tipo panicula
racemosas. Também observaram a presenca de sépalas pequenas apresentando
um formato triangular, e uma coloracdo verde, diferente das pétalas que séao
pequenas, brancas e ovais. Suas anteras sao basifixas e possuem uma deiscéncia
longitudinal, possuem dez estames heterodinamos, distribuidos em duas fileiras
concéntricas. A teca é revestida por um tecido branco, e seu pdélen é amarelo. As
flores femininas apresentam um ovario supero e unicular e um estigma trilobado. Em
estudos realizados foi observado que as caracteristicas das flores da Schinus
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terebinthifolius Raddi podem variar de acordo com a época do ano, apresentando
periodos diferentes de floracdo, principalmente durante periodos quentes e
chuvosos, onde a temperatura e a precipitacdo atingem seus maiores valores, a
partir dai foram observadas plantas com flores estaminadas e gineceu bastante

reduzido, assim como, plantas apresentando flores pistiladas e estames reduzidos.

De acordo com Talora e Morelatto (2000), o periodo inicial em que ocorre a
floragdo da Schinus terebinthifolius Raddi, est4 interigado ao aumento da
temperatura e a duracdo do periodo diurno, ao contrario a frutificacdo que nao

apresenta correlacdo com estes fatores.

Lenzi e Orth (2004) observaram que a Schinus terebinthifolius Raddi, no
periodo de Setembro a Janeiro, apresentou inflorescéncias paniculadas terminais,
apresentando flores pequenas e esbranquicadas. Também caracterizou as flores
como diclinas, ou seja, apresentam apenas o0 androceu ou o gineceu, sao totais
dependentes dos insetos para o transporte de seu poélen, e o dimorfismo sexual da

planta é determinado pelo comprimento e a largura da inflorescéncia.

FIGURA 3.3 — Flores e ramos da Schinus terebenthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha). Fonte:

http://timblindim.wordpress.com/arvores/aroeira-vermelha/acesso em: 15/01/2013 as 13:41.

Em concordancia com as analises morfolégicas e anatbmicas realizadas por
Guerreiro e Paoli (1999), a semente da Schinus terebinthifolius Raddi, que possui

um formato irregular, € Unica por fruto, reniforme e € revestida por uma membrana
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lisa de coloragdo amarela com uma mancha marrom-escura. Inicialmente apresenta
um formato globoso, e o desenvolvimento da semente caracteriza uma mudanca da
forma globosa com presenca de uma protuberancia nas proximidades da micropila
para um formato reniforme, apresentando a protuberancia inicial unida ao envoltério.
N&o possui uma micropila visivel, e auséncia de endosperma, seu embrido, que é
axial dobrado ou pleurorrizo e aclorofilado, possui dois cotilédones planos, carnosos,
com um eixo hipocatilo-radicula longo, sua plumula é pouco desenvolvida, e sua

reserva € constituida, na maioria das vezes, por lipideos e proteinas.
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FIGURA 3.4 — Frutos e sementes da Schinus terebenthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha). Fonte:

m‘

http://timblindim.wordpress.com/arvores/aroeira-vermelha/acesso em: 15/01/2013 as 19:08.

Seu caule pode ser utilizado para construcéo, fabricagdo de carvdo e como
lenha (LORENZI, 1998). O 6leo essencial presente nos frutos e folhas, por
apresentar um sabor picante e um valor econémico baixo, € muito utilizado na
industria culinaria como, temperos, vinagre e pimenta. Também sé&o utilizados em

xaropes, bebidas e na fabricacdo de perfumes (KHALED et al, 2009).

O uso de antibiéticos como promotores do crescimento de espécies vegetais
€ uma atividade que se faz muito presente na agricultura, contudo, com a proibicdo
desta pratica, € de fundamental importancia a utilizacdo de artificios alternativos
para suprir essa necessidade, de forma menos prejudicial ao homem e ao meio

ambiente, e livre dos riscos de surgimento de uma resisténcia bacteriana (CORNELI,
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2004), portanto, uma classe que pode vir a satisfazer essas necessidades
substituindo os agentes antimicrobianos, sdo os aditivos fitogénicos, extratos
vegetais ou extratos herbais (MENTEN, 2002).

Silva e colaboradores (2011) adicionaram o Oleo da Aroeira-Vermelha a racao
de frangos de corte e observaram que foi proporcionado o0 mesmo ganho de peso na
aves tratadas com essa racdo, quanto as alimentadas a base de promotores de
crescimento. Esse 6leo também estimula uma melhoria na superficie intestinal de
absorcdo, além de proporcionar diminuicdes nos pesos relativos dos intestinos

delgados e grosso das aves.

A Schinus terebenthifolius Raddi € uma planta medicinal bastante utilizada na
medicina popular por apresentar propriedades como atividades antiinflamatérias,
cicatrizantes, antitérmica, adstringente e antimicrobiana, além de sua utilizacdo no
combate de doenca das vias urinarias, bronquite, gripes e resfriados (LIMA, 2006).
Também é analgésica e antipruriginosa, € utilizada no combate ao reumatismo,
problemas menstruais, gripes, inflamacdes em geral, Ulceras, blenorragia, diarréia,
bronquite, cistites, doencas venéreas e uretrites (MARTINES et al, 1996).
Externamente se faz 0 uso de toda a planta como anti-séptico em fraturas e feridas
expostas. Relatos conferem a planta uma acgéo adstrigente, e ao seu fruto uma acgéo
antioxidante e antimicrobiana (SANTOS et al, 2007). A utilizacdo do seu 6leo
essencial ndo é toxica para animais ou seres-humanos (BARBOSA et al, 2007),
além de ser comprovado possuir um potencial poder inseticida ao combater
Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus Bohemian, em superficies
contaminadas (SANTOS et al, 2007). A casca de seu caule, e suas folhas séo
utilizadas em diversos paises no tratamento de inflamac¢Bes uterinas, doencas
venéreas, disturbios do trato urindrio, diarreia, feridas e Ucera péptica (MARTINEZ,
1996).

O liquido obtido a partir da maceracdo de suas raizes tem utilidade no
tratamento de tumores ganglionares (BARBOSA et al, 2007). Homeopaticamente, a
planta é empregada no tratamento de distarbios da pele, problemas sexuais,
intumescimento linfatico e debilidade (STASI; LIMA, 2002). Suas folhas secas
esmagadas sao utilizadas como compressas anti-sépticas sobre Ulceras cutaneas. A
infusdo das folhas é empregada para tratar bronquite e doencas respiratorias
(CARVALHO, 2003).
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Entre essas e outras caracteristicas apresentadas, algumas sdo comprovada
cientificamente, como: o poder antioxidante que possuem o0s extratos alcodlicos e
aguosos de seus frutos (SANTOS, 2007), atividade antiproliferativa e antitumoral
gue possui os extratos de suas folhas, através da inducdo da apoptose das células
cancerigenas (QUEIRES et al, 2006). O extrato de seus frutos potencia 0 processo
de cicatrizacao epitelial a partir de uma maior proliferacdo vascular e fibroblastica
antiinflamatoria, que foi comprovado através da observacdo da diminuicdo de
processos inflamatdrios crénicos (RIBAS et al, 2006).

Extratos etandlicos das folhas da Schinus terebenthifolius Raddi, constituidos
pelo grupo carboxilico livre, apresentam potencial inibidor de diferentes linhagens de
células tumorais humanas in vitro (SANTANA et al, 2012). Guerra e colaboradores
(2000), ao testarem a atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas da
Schinus terebinthifolius Raddi, obtiveram inibicdo dos micro-organismos:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosae da
levedura Candida albicans.

Lucena e colaboradores (2006) constataram que o0 uso do extrato
hidroalcodlico de Aroeira-Vermelha apresenta efeito cicatrizante positivo nas
cistomias em ratos. Freires e colaboradores (2011) utilizaram a tintura da Aroeira-
Vermelha e observaram atividade antifingica contra cepas de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida krusei, obtendo halos de inibicdo semelhantes aos
apresentados pelo antifiingico nistatina.

Lima e colaboradores (2004), trabalhando com o extrato aquoso, obtiveram
atividades antimicrobianas frente a cepas de S. aureus, S. epidermidis, B. cereus,
Pseudomonas  aeruginosa,  Trichophyton  rubrum,  Microsporum  canis,
Epidermophyton floccosum e Candida albicans. Guerra e colaboradores (2000)
testaram o extrato liquido etandlico das folhas da Schinus terebinthifolius Raddi e
obtiveram halos de inibicao frente a C. albicans, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.

Siddiqui e colaboradores (1995) observaram que o0s Oleos esséncias
produzidos por esta planta possuem intensa atividade antibacteriana contra:
Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Bacillus subtilis e S. aureus. Estudos
cientificos realizados por Santos e colaboradores (2006) determinaram a casca do
caule da Schinus terebenthifolius Raddi com detentora de taninos, que lhe atribuem
uma acao adstringente, desinfectante e antiinflamatoéria. Estes também realizaram

estudos pre-clinicos que comprovaram a eficiéncia das substancias produzidas por
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esta planta, que atuam como protetor gastrico, a partir da elevacdo do pH do suco
gastrico tornando-o levemente Aacido. Lima e colaboradores (2006), também
comprovaram, em estudos clinicos, que a utilizacdo de tampdes intravaginais em
contato com a cérvix no periodo de 24 horas, possui acdes terapéuticas em doencas
vaginais como, cervicites e cérvico-vaginites cronicas.

Paulo e colaboradores (2009) testaram substancias fitoterdpicas compostas
pela Schinus terebinthifolius Raddi e observaram que estas foram bem toleradas
pelo organismo humano, ndo ocasionando alteracdes clinicas, laboratoriais e nem
reacoes adversas significativas nos pacientes, o que sugerem uma baixa toxicidade
dessas substancias, além de indicar que a populacdo pode fazer uso dessa
composicao fitoterapica.

Algumas das Propriedades apresentadas pela Schinus terebenthifolius Raddi
podem estar relacionadas ao fato de esta espécie produzir substancias fitoquimicas
com propriedades fungitoxicas frente a micro-organismos patogénicos (JOHANN et
al, 2010) além de substancias quimicas isoladas do extrato polar de suas folhas, tais
quais: acidos graxos e terpendides (MONEAM et al, 1986), derivados de compostos
fendlicos como, galatos de metila e etila, &cido gélico e galatos, e flavanoides como,
afzelina, quercitina (SANTANA et al, 2012), emiricetrina.

As cascas do tronco da Aroeira-Vermelha, ap0s analise quimica, mostraram
presenca de antraquinonas, esteroides livres e xantonas (LIMA et al, 2006). O dleo
essencial de seus frutos apresenta variadas substancias potencialmente Gteis, tais
como: canfeno, limoneno, terpineno, terpenol-4, cadineno, terpinoleno, germacreno-
D, p-cimeno, silvestreno e E-cariofleno (AFFONSO et al, 2012). Estudos
fitoquimicos realizados comprovaram a existéncia de alcodis triterpénicos, cetonas,
monoterpenos, sesquiterpenos e acidos como constituintes das folhas, frutos e
caules da Aroeira-Vermelha (LIOYD, 1977).

Matsuo (2011) isolou da Schinus terebenthifolius Raddi o composto a-Pineno,
o qual tem um papel fundamental na inducdo do apoptose em células cancerigenas
malignas, além de conferir protecdo antimestatatica em modelos de melanoma
maligno. Esse tumor € um dos mais agressivos de cancer, uma vez que este
apresenta forte resisténcia as drogas convencionais, entretanto, o a-Pineno promove
uma ruptura precoce do potencial mitocondrial, aumento da atividade da caspase-3,

bY

fragmentacdo do ADN, exposicdo de fosfatidilserina a superficie da célula,
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agregacao da heterocromatina e a producdo de espécies reativas de oxigénio, o que
resultou no apoptose da célula cancerigena.

El-massry e colaboradores (2009) realizaram a analise cromatografica do 6leo
essencial de Schinus terebenthifolius Raddi extraidos com diclorometano e etanol e
observaram a presenca de monoterpenos (4,97%), sesquiterpenos (56,96%),
monoterpenos oxigenados (34,37%) e sesquiterpenos oxigenados (3,32%). Esses
compostos foram identificados, obtendo-se como o0s mais importantes: cis-B-
terpineol, (E)-cariofileno, B-cedreno e citronelal.

J& foram relatados compostos fendlicos presentes em maiores quantidades
no extrato etandlico da Aroeira-Vermelha, sendo esses: &cido cafeico, &cido
cumarico e acido siringico. Tais constituintes sdo uns dos responsaveis pelas
propriedades antioxidades e antimicrobianas, apresentadas por esta planta. A
presenca de um anel aromatico possuindo uma ou mais hidroxilas (-OH) caracteriza
o composto fendlico. Esses compostos podem ser divididos em flavonoides
(antocianinas, flavonois e seus derivados), fendis simples, cumarinas, taninos,
tocoferais, ligninas acidos fendlicos (acido benzoico, cinamico e seus derivados). Os
flavonoides e taninos sdo os principais responsaveis pela atividade antimicrobiana
(MOTA et al, 2009). O acido elagico, um polifenol, foi isolado da Aroeira-Vermelha e
teve confirmada a sua atividade antimicrobiana quando testada frente a Helicobacter
pylori (MARTINI et al, 2009). Alguns autores atribuem essas propriedades
antibacteriana e antifingica a presenca de compostos quimicos como, alcaloides,
esterdides, chalconces, urundeuvinas e, principalmente, de taninos. Entretanto,
esses autores ndo obtiveram atividades dos extratos, contendo esses constituintes,

quando testados contra Escherichia coli (LIMA et al, 2006).

3.2 Importancia biotecnolégica dos Micro-organismos endofiticos

Produtos de origem natural sdo fontes promissoras para a descoberta de
novos metabdlitos bioativos que, em geral, sdo produzidos por plantas, micro-
organismos e animais. Esses metabdlitos produzidos podem ser de origem primaria:
originados como produtos, a partir dos processos de catabolismo e anabolismo, que
sdo essenciais para o0 crescimento e desenvolvimento celular, ou de origem
secundéria, que sdo moléculas de adaptacdo que passaram por um pProcesso

evolutivo a partir dos metabalitos primarios, e possuem fins diferenciados em relacao
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aos compostos de origem primaria (NEWMAN, 2008), sendo estes ultimos, os
principais responsaveis pelo aumento de pesquisas cientificas que envolvem a

interacdo simbidtica entre plantas e micro-organismos endofiticos (WALSH, 2010).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelos micro-organismos endofiticos
sao promissores para a descoberta de novas atividades biologicas de interesse, uma
vez que possuem diversas propriedades de interesse cientifico (PIMENTEL et al,
2010).

A busca por drogas mais potentes, de facil producdo e mais rentaveis
movimenta o mercado farmacéutico mundial. A primeira droga anticancerigena, que
ja rendeu milhdes de doblares para essas empresas, possui como principal
componente o Taxol, um composto natural diterpendide obtido a partir do extrato de
uma planta conhecida como Taxus brevifolia (teixo), sendo assim, vem aumentando
0 interesse pela utilizacdo de endofiticos que substituam compostos sintéticos e
produzam, em grande quantidade, os mesmos produtos naturais antes isolados
diretamente da planta (JALGAONWALA et al, 2011), logo, o cultivo de micro-
organismos endofiticos em laboratérios, e em condi¢cdes adequadas, a fim de induzir
a producdo de um metabdlito secundéario que satisfaca as necessidades desejadas,
€ um caminho que vem sendo seguido pelos cientistas e apresenta novas
perspectivas para o desenvolvimento de novos farmacos mais potentes (PELA" EZ,
2004).

Os micro-organismos endofiticos também sao usualmente utilizados como
antagonistas microbianos, ou seja, € investigada a sua acdo antifingica e quando
confirmada tal caracteristica, esses micro-organismos passam a ser empregados
como agentes de controle biolégico de doencas de plantas. Essas espécies inibem
micro-organismos patogénicos presentes no solo e no ar, protegendo, desta forma, a
planta (SOUSA et al, 2008).

Trabalhos mostram vias de penetracdo do micro-organismo endofitico na
planta hospedeira, demonstrando que a principal porta de entrada para esses
endofiticos séo as raizes, uma vez que estd em contato direto com o solo, que é um
ambiente extremamente propicio para a manifestagdo de populagbes
antimicrobianas. A partir dai, se disseminam para os outros tecidos vegetais. Outra

regido da planta apontada como porta de entrada para os endofiticos sdo os
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estbmatos (AZEVEDO et al, 1998). Deste modo, os micro-organismos endofiticos
podem ser isolados de diversas partes dos tecidos vegetais como: folhas, nédulos,
raizes, caules e frutos; E de variedades de plantas, abrangendo plantas de interesse
agricola: Saccharum officinarum L. (cana-de-acucar) (MAGNANI et al, 2005); Coffea
arabica L (café) (VEGA, 2005); Azospirillum brasilense (arroz) (JIMENEZ et al,
2001); Glycine sp. (soja) (HUNG, 2004); Ipomoea batatas (batata doce) (KHAN,
2009); Beta vulgaris esculenta (beterraba sacarina) (JACOBS, 1985).

3.2.1 Actinobactérias Endofiticas

As actinobactérias endofiticas sao micro-organismos que podem ser
encontrados em tecidos vegetais. Este grupo de micro-organismos pertence a um
filo intermediario entre as bactérias e os fungos, e apresentam caracteristicas
similares a ambos (DAS et al, 2008), como também caracteristicas préprias e que as
diferenciam das bactérias e fungos (KUMAR et al, 2005). Sdo aerdbios obrigatorios
e produzem metabdlitos denominados de geosmina, 0s quais sdo responsaveis pelo
odor caracteristico de terra molhada (MADIGAN et al, 2010). Pertencem ao grupo de
micro-organismos Gram positivos (VENTURA et al, 2007) e apresentam em seu
DNA uma grande quantidade de pares de base C-G (Citosina + Guanina)
(STECKEBRANDT et al, 1997). Em sua estrutura pode ser observada duas formas
diferentes de micélio: micélio do substrato e micélio aéreo (SIVA, 2001).
Normalmente possuem filamentos com diametros variando entre 0,5 — 1,2 um, suas
hifas possuem comprimento indefinido, sdo menores e mais estreitas que as hifas
fangicas, e geralmente ndo possuem septos. E nas extremidades das hifas em que
ocorre 0 seu crescimento, onde € possivel observar ramificacdes (KONEMAN et al,
2008).

Apesar das semelhancas entre as actinobactérias e os fungos, existem
diferencas cruciais que permitem distinguir esses micro-organismos. A principal
diferenca estéa relacionada quanto a organizacao celular, uma vez que os fungos sao
organismos eucariotos e as actinobactérias procariotas (KONEMAN et al, 2010).
Alguns autores definiram os principais géneros de actinobactérias e os principais

constituintes detectados em suas paredes celulares: Streptomyces (L-DAP, glicina),
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Micromonospora (Meso-DAP, glicina; hidroxi-DAP pode estar presente),
Actinomadura (Meso-DAP), Nocardia, Mycobacterium e Corynebacterium (tipo-
diphtheriae) (Meso-DAP, arabinose e galactose), Actinomyces (lisina e ornitina),
Rothia (lisina e &cido aspartico), Oerskovia (lisina, galactose e acido aspértico),
Agromyces (DAB (2,4-acido diaminobutirico) e glicina) e Mycoplana (Meso-DAP(2-6-
acido diaminopimélico) e numerosos aminoacidos). Em todos os géneros foi
observado a presenca de alanina, acido glutamico, acido muramico e glucosamina
(GOODFELLOW et al, 1976). (HECHT & CAUSEY, 1976) caracterizaram a parede
celular de actinobactérias dos géneros: Oerskovia (Lisina, acido aspartico,
galactose), Rhodococcus  (arabinose e  galactose), Nocardiopsis e
Thermoactinomyces, Geodermatophilus (galactose), Dermatophilus e Microbiospora
(Meso-DAP (acido diaminopimeélico)), Nocardiopsis (L-DAP e glicina). Estes autores
também evidenciaram a presenca de acido aspartico na parede celular de

actinobactérias do género Actinomyces.

Uma caracteristica bastante comum entre as actinobactérias ¢ a sua
capacidade de produzir metabdlitos secundarios com estruturas e propriedades
incomuns e que possuem alta capacidade de inibicdo contra micro-organismos
patogénicos, servindo como fonte para a producdo de novos antibiéticos e agentes
anticancerigenos (DAVITT et al, 2010). Outros compostos produzidos pelas
actinobactérias, e que possuem aplicagbes farmacologicas e industriais, sdo as
enzimas, agentes imunomoduladores e inibidores enzimaticos (NEVES, 2008).
Estudos também comprovaram a eficacia dos metabdlitos secundarios produzidos
por actinobactérias na inibicdo do crescimento de bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos patogénicos (SOUZA et al, 2000).

As actinobactérias, especialmente o género Streptomyces, tém maior
ocorréncia no solo, porém diversas pesquisas tém indicado seu predominio como
endofitico de vegetais superiores, destacando sua importancia como fonte na busca
de novas biomoléculas (CASTILLO et al, 2006). Ja foram isolados de micro-
organismos, incluindo os endofiticos, mais de 20.000 compostos biologicamente
ativos, sendo o0s actinomicetos, responsaveis pela producédo de 45% do total,
restando 38% produzidos por fungos e apenas 17% por bactérias unicelulares
(BERDY, 2005). Isso reflete nos resultados que apontam as actinobactérias como

sendo o grupo de micro-organismos mais responsavel pela producéo de antibioticos
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comercializados (PELA'EZ, 2004), entre eles: Penicillium spp., e Aspergillus spp.,
responsaveis pela producdo do metabdlito Penicilina, que originou os Antibioticos:
Penicilina G, V, ampicilina, meticilina, amoxicilina e carbenicilina. Outras
actinobactérias de destaque s&o: Acremonium spp. e Emericellopsis spp., que
originaram os antibiéticos: Mefoxin (Cefoxitin), Ceclor (Cefaclor), a Amycolatopsis
lactamdurans, responsavel pela producdo de Claforan (Cefotaxima) e Rocephin
(Ceftriaxone), onde ambas as espécies apresentam a producdo do mesmo
metabdlito: cefalosporinas. As actinobactérias do género Streptomyces também
apresentam suas contribuicbes para a farmacologia, a partir da producdo dos
antibiéticos: Ceftin (Cefuroxima), Primaxin (Imipenem), Invanz (Ertapenem),
Vancocin, Monuril, Synercid (Dalfopristin/quinupristin) e Cubicin. Entre essas
actinobactérias, os metabdlitos secundarios mais comumente isolados sdo: a

tienamicina, vancomicina, fosfomicina estreptograminas (PELA" EZ, 2004).

SAJID e colaboradores (2011) isolaram de actinobactérias do género
Streptomyces o acido fenilacético e o indolil-3-4cido lactico, onde, extratos de ambos
0S compostos apresentaram atividade antimicrobiana contra: Candida albicans e
Mucor miehei. O acido fenil acético geralmente pode ser produzido por fungos
isolados de plantas superiores, por exemplo, Aspergillus Niger (NAIR et al, 1988) e
por bactérias. Esse metabdlito, quando adicionado a cultura de Penicillium sp., pode
elevar a producao de penicilina G (parasticin) (KATO et al, 1953). J& o indolil-3-acido
lactico € comumente produzido por bactérias, fungos e levedura (LAATSCH et al,
2007).

Pereira (2011), trabalhando com actinobactérias isoladas do solo, observou
elevada atividade antimicrobiana de 28 (93,3%) isolados actinobacterianos frente a
linhagens de Serratia marcescens, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Shigella flexneri e Candida albicans, concluindo que essas
actinobactérias possuem capacidade de produzir compostos antimicrobianos,
principalmente antibioticos resistentes as bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
e leveduras. As actinobactérias testadas pertenciam aos géneros Streptomyces,
Actinomadura e Micromonospora, 0S quais apresentaram taxa de inibicdo em torno

de 53%, 13% e 10%, respectivamente.
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Lee e colaboradores (2011) também obtiveram resultados positivos em
relacdo a atividade antimicrobiana apresentada por actinobactérias isoladas do solo,
uma vez que testaram 1.500 estirpes de actinomicetos do género Streptomyces e
observaram que dos nove micro-organismos patogénicos que foram submetidos ao
teste antimicrobiano, seis (66,66%) foram inibidos, sendo eles: Alternaria logipes,
Cercospora canescece, Colletotrichum gloeosporiodes, Diaporthe citri, Magnaporthe

grisea e Sclerotinia solerofum.

Estudos realizados com diversas actinobactérias mostram a dificuldade na
obtencdo de compostos que possam se tornar um antibiético expressivo no combate
a micro-organismos multiresistentes. Entretanto, evidéncias comprovam que apenas
uma pequena parte das espécies de actinobactérias endofiticas existentes na
natureza foi cultivada em laboratério. Logo, estima-se que o nimero de antibidticos
produzidos por actinobactérias e que ainda nao foram descobertos supera em
ndmeros de 10° vezes mais os que ja foram descobertos (WATVE et al, 2001), como
também surgem novas actinobactérias aumentando, assim, o interesse dos
cientistas em aprofundar seus conhecimentos a respeito desses micro-organismos
(ZHANG et al, 2005). Além do mais, esse interesse despertado aumenta
sucessivamente as descobertas, em anos recentes, de isolados de uma grande
quantidade de tipos de plantas, incluindo: cereais, trigos, batatas, arroz, tomates,
cenouras e citrinos (SESSITSCH et al, 2004) além de plantas de interesse medicinal
(ZIN et al, 2007).

2.2 Bactérias Endofiticas

As bactérias sao organismos unicelulares que se mostram presentes em
todos os ambientes terrestres, interagindo nestes a partir de sua intensa atividade
metabdlica, a qual afeta as propriedades quimicas e fisicas do meio em gque se
encontram presentes (NEWMAN et al, 2002). Desta mesma forma, acontece na
relacdo simbidtica existente entre as bactérias endofiticas e os tecidos vegetais dos
hospedeiros, num processo de interagcdo existente e demonstrado por estudos,
como também comprovam o auxilio da bactéria no crescimento do tecido vegetal da
planta hospedeira através da producéo de fitohorménios como as citocinas, auxinas,
etileno, gliberilinas e acido abscicico (LEE et al, 2004; KUKLINSKY, 2004), e ainda o
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estimulo na reducdo de doencas causadas por patdgenos vegetais (HALLMANN et
a., 1997), a exemplo das causadas pelas bactérias patogénicas, Ralstonia
solanacearum e Solanum lycopersicum, que se manifestam no Eucalipto e no
Tomateiro, respectivamente (BARRETI, 2001).

Outras caracteristicas oriundas da associacdo entre bactérias endofiticas e
plantas hospedeiras, e que podem ser citadas, sdo a producdo de sideroforos
(WENBO et al, 2001), fixacao bioldgica de nitrogénio (VERMA et al, 2001) e inducéo
de resisténcia sistémica (HALLMANN, 1997). A forma de penetracdo desses micro-
organismos na planta hospedeira acontece através dos estomas, feridas, raizes ou a
partir da liberacdo de enzimas hidroliticas que degradam a parede celular (SOUZA
et al, 2004). Também pode ser observada a proliferacdo dessas bactérias em

sementes, fitoplano e na rizosfera (KUSKE et al, 1997).

As bactérias sdo o0s micro-organismos que mais se destacam entre 0s
endofiticos em relacdo ao seu numero, visto que Sd80 0S que se apresentam em
maior quantidade e conseguem colonizar as regides mais internas dos tecidos
vegetais, ao contrario dos outros endofiticos que habitam, na maioria das vezes, 0s
tecidos externos. As bactérias possuem essa vantagem devido ao fato de elas
apresentarem uma regularidade maior em relacdo a mudancas de temperatura,

potencial osmotico e radiacdo ultravioleta (LODEWYCKX et al, 2002).

Sao diversos os géneros e espécies de bactérias endofiticas isoladas de
plantas, e estas sdo citadas em inUmeros trabalhos cientificos, como por exemplo, o
realizado por Coélho e colaboradores (2011) que isolaram bactérias endofiticas de
plantas nativas da Floresta Amazonica: Carapa guianenses Aublet (andiroba), Ceiba
pentandra (L.) Gaertn (sumauma, conhecida localmente como sumauma) e
Swietenia macrophylla king (mogno de folha larga), sendo estes micro-organismos
identificados geneticamente em nivel de espécie, obtendo-se: Bacillus thuringiensis,
B. cereus, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. polyfermenticus, B. anthracis, B.
velezensis e Pantoea dispersa. Vale salientar que estas espécies de plantas
possuem grande importancia nas induastrias madeireiras e entre os fabricantes de

produtos de aromaterapia.

Carrim e colaboradores (2006), em pesquisas com a folha e o caule da
Jacaranda decurrens Cham. (Carobinha-do-campo), isolaram 18 bactérias

endofiticas pertencentes a dez espécies diferentes, com predominio de bactérias
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dos géneros: Pseudomonas, Staphylococcus, Bacillus e Corynebacterium, além de
actinobactérias do género Actinomyces. Neste mesmo trabalho os micro-organismos
foram testados quanto a atividade enzimatica e foi observado, entre eles, um
percentual de 60% com atividade amilolitica positiva, 40% com atividades esterasica
e lipase positivas, 30% e 60% conseguiram hidrolizar a caseina e a gelatina,
respectivamente. N&o foram observadas, em nenhuma das estirpes testadas,

atividades positivas para pectinase e celulase.

As bactérias endofiticas desenvolvem um importante papel na busca por
substancias fundamentais para a ciéncia. Essa associagao resulta na producao de
varios compostos assim como o taxol, isolados da bactéria Taxomyces andreanae,
antimicrobianos a exemplo da Ecomicina B e C resultantes da associacdo da
Pseudomonas viridiflava com gramineas, acidos antivirais produzidos por
Cyntonaema sp., antifungicos isolados de Serratia marcescens e Paenibaillus
polmyxa associados, respectivamente, com a planta aquatica Rhyncholacis

penicillata e com o trigo (RUBY et al, 2011).

A inoculacdo de bactérias endofiticas em plantas de interesse na agricultura
pode contribuir no desenvolvimento das plantas através de uma acdo daquelas,
como fator de crescimento. Barreti e colaboradores, (2008) comprovaram este fato
ao inocular em plantas de tomateiro bactérias endofiticas pertencentes as espécies:
Brevundimonas sp. e Micrococcus sp., e observaram diferencas significativas entre
as plantas inoculadas com os isolados endofiticos e as plantas controles. As
diferencas notadas entre essas plantas estao relacionadas a matéria seca da parte
aérea (MSPA), eficiéncia de utilizacdo (EU), absorcédo (EA) e translocacao (ET) de
macro e micronutrientes. A comparacao desses parametros permitiu observar que 0s
endofiticos proporcionaram um maior aumento no peso da matéria seca da parte
aérea da planta, aumento da EU de N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe e Zn, aumento da
eficiéncia nutricional do tomateiro, melhoria da eficiéncia de utilizagcdo de nutrientes

e maior eficiéncia na absorcéo de Fésforo.
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3.2.3 Fungos Endofiticos

Os fungos endofiticos, por sua vez, também ja foram citados como produtores
de variadas substancias bioativas que apresentaram atividade antimicrobiana contra
inimeras bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de atividade contra
fungo de interesse analogo, que é o caso da Candida albicans e Trichophyton spp.
Também foram descobertas substancias como a criptocina, que apresenta atividade
antifangica (LI et al, 2003).

Pesquisas realizadas por Schulz e colaboradores (2002) demonstraram uma
maior atividade antimicrobiana de fungos endofiticos do que os isolados do solo, ja
gque 0s primeiros conseguiram inibir pelo menos um dos micro-organismos
patogénicos testados. Eles também observaram que fungos endofiticos produzem
diferentes metabdlitos bioativos a partir de variadas vias biossintéticas (isoprendides,
policetideo, derivados de aminoacidos), sendo esses compostos pertencentes a
diversos grupos estruturais: terpendides, esterbides, xantonas, chinonas, fendis,
isocumarinas, benzopiranonas, tetralonas, citochalasinas e eniatinas. Também foi
investigado o papel do endofitico e seus metabdlicos bioativos em relacdo a sua
associacdo com a planta hospedeira e chegou-se a conclusdo de que os fungos
endofiticos possuem exoenzimas essenciais que auxiliam na colonizagdo. As
concentracdes de alguns metabdlitos de defesa produzidos pela planta sdo maiores
qguando a planta hospeda um endofitico do que quando esta infectada com um
patdgeno, ou seja, ocorre um equilibrio entre a viruléncia do fungo e de defesa da
planta. Porém, quando h&a o desequilibrio em alguma dessas situacdes a doenca se

desenvolve na planta.

Ja foi observada a producdo de inimeros metabdlitos bioativos a partir de
fungos endofiticos, como por exemplo, uma nova producdo de Taxol, oriunda do
fungo endofitico Taxomyces andreanae isolado do Taxo brevifolia (HUANG et al,
2008). Outros compostos, apresentando atividade citotdxica, produzidos por fungos
endofiticos, também podem ser citados: Nafitoquinona isolada do fungo endofitico
Edenia gomezpompae, seis novos acidos derivados da tetramicina (RUBALCAVA et
al, 2008), fendis, citrina e diidrocitrina, isolados do fungo Penicillium sp. associado
com a planta Aegiceras corniculatum (LIN et al, 2008).
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Long e colaboradores (2011), testaram a atividade antimicrobiana e
antitumoral de fungos endofiticos isolados da planta medicinal chinesa Aquilaria
sinensis obtendo a inibicdo de linhagens de células cancerigenas SKVO3, por
Phaeoacremonium rubrigenum, e 293-T por Xylaria mali e Lasiodiplodia
theobromae, enquanto Chaetomium globosum e Fusarium equiseti inibiram o
crescimento do fungo patogénico Aspergillus fumigatus e da bactéria Bacillus

subtilis, respectivamente.

Huang e colaboradores (2006) testaram fungos endofiticos isolados das
plantas Axus mairei, Cephalataxus fortunei e Torreya grandise obtendo resultados
gue demonstraram que os fungos endofiticos podem atuar como fontes seguras
para a producao de anticancerigenos naturais, haja vista que de todas as linhagens
endofiticas testadas, 13,4% exibiram atividade citotoxica em células cancerigenas
HL-60, 6,4% contra células KB e 5,2% em ambas as linhagens de células. Este
mesmo autor identificou os fungos testados como pertencentes, principalmente, aos
géneros: Paecilomyces sp., Cephalosporium sp. eTubercularia sp., 0 que representa
a grande variedade de fungos endofiticos que podem desempenhar esse papel.
Essa diversidade é essencial pois a partir desses micro-organismos pode-se rastrear

Nnovos agentes anticancerigenos que apresentem atividade.

O potencial antimicrobiano de fungos endofiticos também foi avaliado por
Tayung e colaboradores (2012) ao testarem linhagens isoladas dos tecidos de
Ipomoea carneae e obterem atividade inibitéria frente a micro-organismos
patogénicos, sendo a E. coli o mais sensivel. Do total de espécies isoladas foram
obtidas: Curvularia, Aspergillus, Fusarium, Colletotrichum e micélio estéril. Os
metabdlitos produzidos por Curvularia apresentaram atividade antifingica contra

Trichophyton rubrum, Aspergillus fumigatus e Trichophyton sp.

Além da importante utilizagdo dos fungos endofiticos em industrias
farmacéuticas na producdo de medicamentos, estes também desenvolvem
importante papel em outros setores industriais, como é o caso dos fungos do género
Penicillium, que € mundialmente conhecido devido a sua producdo de metabdlitos
secundarios e de enzimas extracelulares de interesse, por exemplo, as pectinases,
que tém um papel crucial nas industrias de sumos de frutas, atuando nas fases de

maceragao da polpa, suco de liquefacdo ou despectinizacdo (GRASSIN et al, 1996).



38

Muitas dessas enzimas s&o obtidas com um custo muito elevado. Dessa forma,
varias industrias, visando minimizar os gastos, utilizam residuos agroindustriais
como substratos que favorecem a producdo dessas enzimas por fungos endofiticos,
como, por exemplo, na obtencdo de celulase (FARINAS et al, 2008). A enzima
glucosidase, produzida pelo fungo endofitico Periconia sp., € outra enzima bastante
apreciada industrialmente pela sua termoestabilidade e por ser resistente a
variacfes de pH (HARNPICHARNCHAI et al, 2009). Na agricultura, alguns desses
fungos tém a funcdo de agentes inibidores de pragas e patdégenos (HALLMANN &
SIKORA, 1996), e sao utilizados como vetores para modificagbes genéticas em
plantas através da introducdo de genes de interesse (MURRAY et al, 1992).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coletado Tecido Vegetal

Foram coletadas, de trés individuos diferentes de Schinus terebinthifolius
Raddi (Aroeira-Vermelha) localizados no Campus da Universidade Federal de
Pernambuco, seis amostras de folhas saudaveis de cada individuo, escolhidas
aleatoriamente. Essas amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Colecao de
Micro-organismos do Departamento de Antibidticos’UFPEDA para realizagdo da
desinfeccdo e isolamento dos enddfiticos. As amostras foram acondicionadas em

sacos plasticos identificados, até o inicio do experimento.

FIGURA 4.1 — Folhas da Schinus terebenthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha) coletadas para o
isolamento dos endofiticos.

4.2. Desinfeccéao

O tratamento de desinfeccdo seguiu a metodologia de Mc inroy e
colaboradores (1995). Cada material foi lavado em agua corrente e em agua

destilada para a eliminacéo do excesso de residuos e micro-organismos epifiticos.



40

O material foi imerso em peréxido de hidrogénio a 20% por dez minutos,
depois foram realizadas quatro lavagens em tampao fostato (0,02 M). A dltima agua
de lavagem de cada material foi plaqueada e utilizada como controle da desinfec¢éo

através da observacao do crescimento de colbnias epifiticas.

4.3. Isolamento

O isolamento seguiu a metodologia de Araujo e colaboradores (2002) (Figura
4.2). Antes de iniciar a fragmentacdo de cada tecido vegetal desinfetado, foram
retiradas as bordas e nervuras de cada folha, a fim de facilitar a passagem do
endofitico para o meio de cultivo, utilizando um estilete esterilizado. Apos esse
procedimento, cada folha foi fragmentada, com auxilio de um bisturi estéril, em 20
pedacos de aproximadamente 25 cm?. O total de fragmentos foi de 360, dos quais
foram distribuidos em placas de Petri contendo os meios: ISP2 e ALA para o
isolamento de bactérias e actinobactérias endofiticas e Agar Sabouraud e BDA para
o isolamento de fungos endofiticos. As placas foram incubadas a 30°C por até 20
dias em uma estufa B.O.D. Foi realizada a avaliagdo do crescimento dos endofiticos
a cada 24 horas. Todos os fungos, bactérias e actinobactérias que apresentaram
crescimento foram imediatamente purificados através da técnica de repiques
sucessivos em estrias paralelas, e por semeadura em estrias por esgotamento
(DROVAL et al, 2001; TORTORA et al, 2006), respectivamente. Todos 0S micro-
organismos isolados foram preservados na Colecdo UFPEDA pelo método da
subcultura e armazenados a = 4 °C. A frequéncia do isolamento foi determinada
observando a relacdo entre o niumero de fragmentos que apresentaram crescimento

de endofiticos e 0 numero total de fragmentos utilizados.
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FIGURA 4.2 — Esquema da metodologia utilizada no isolamento dos micro-organismos endofiticos.

4.4. Ensaio primario da atividade antimicrobiana

Foi realizada uma selecdo primaria através do Teste de Difusdo em Agar,
segundo metodologia de Ichikawa e colaboradores (1971), para avaliacdo da

atividade antibacteriana dos isolados obtidos.

4.4.1. Teste em bloco de gelose

Foram selecionados 40 isolados fungicos e os 13 isolados de actinobactérias
da Aroeira-Vermelha. O critério utilizado na escolha dos fungos endofiticos foram as
diferencas nas caracteristicas macroscépicas dos seus micélios aéreos, visto que
todos os micélios eram distintos entre si e os fungos escolhidos foram isolados de
diferentes fragmentos. Em relacdo aos isolados actinobactérias, como foi baixo o

numero, todos foram testados.

A cultura pura de cada micro-organismo endofitico a ser testado foi utilizada
para a preparagdo de uma suspensdo de esporos em agua destilada esterilizada.
Foram transferidos 100 puL dessa suspenséo para placas de Petri contendo 10 mL
com os meios: ALA e ISP2 para testes com actinobactérias, e BDA e Sabouraud
para testes com fungos. Para semear a suspenséo nas placas foi utilizada uma alca

de Drigalski. As placas foram incubadas durante sete dias, a uma temperatura de
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30°C, para crescimento em forma de tapete dos fungos endofiticos e das
actinobactérias. Apos esse periodo, com 0 objetivo de impedir contaminacfes
provenientes dos esporos dos fungos testados, o que dificultaria a interpretacéo dos
diametros dos halos, cada placa de Petri foi invertida e em suas tampas foi
adicionado 1 ml de cloroférmio, uma vez que o vapor do cloroférmio inativa esses
esporos. Apés ocorrer a evaporacgdo total do cloroférmio foram confeccionados os
blocos de gelose, com auxilio de um furador esterilizado, de todos os endofiticos
purificados. Para o ensaio contra cada micro-organismo teste, foram utilizados trés
blocos de gelose de cada endofitico. Esses blocos foram colocados em placas de
Petri contendo as suspensdes dos micro-organismos testes (Tabela 4.1). As placas
contendo suspensdes com bactérias e leveduras, previamente semeadas em forma
de tapete, foram incubadas a 37 °C por 24/48 horas, com excecdo da
Mycobacterium smegmatis (30° C), e a 30 °C por 24 e 48 horas para Candida
Albicans e Fusarium oxysporum, respectivamente. O teste foi realizado em triplicata.
Os diametros dos halos de inibicdo foram medidos (mm) apos o crescimento do

micro-organismo teste.

4.4.2 Preparacado das suspensdes

Para o preparo das suspensdes foram utilizadas culturas puras dos micro-
organismos testes, pertencentes a colecao de cultura microbiana do Departamento
de Antibidtico da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). Cada micro-
organismo foi semeado em tubos de ensaio e incubado a 30°C ou 37°C, durante 24
ou 48 h. Com o auxilio de uma alca de platina devidamente flambada, foi retirado um
pouco do crescimento microbiano e transferido para tubos de ensaio contendo agua
destilada esterilizada, até adquirir uma concentracdo de 1,5 x10® UFC/mL de acordo

com a escala de turbidimetria de MacFarland, formando assim a suspenséao.
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TABELA 4.1 - Micro-organismos testes utilizados para avaliacdo da Atividade Antimicrobiana.

Micro-organismos testes

Fungo Filamentoso Fusarium oxysporum UFPEDA-2455

Levedura Candida albicans UFPEDA-1007
Bacillus subtilis UFPEDA-86
Staphylococcus aureus UFPEDA-02
Staphylococcus aureus UFPEDA-663

Bactérias Gram-positivas  (Resistente a meticilina)

Mycobacterium smegmatis

UFPEDA-71
Streptococcus faecalis UFPEDA-138
Escherichia coli UFPEDA-224
Bactérias Gram-negativas Klebsiella pneumoniae UFPEDA-396
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA-416

4.5. Ensaio secundéario da atividade antimicrobiana

O isolado fangico que apresentou os melhores halos de inibigdo foi submetido
ao ensaio secundario. Foram utilizados meios liquidos, MPE, M1 e CZapeck, para
fermentacdo dos fungos e a avaliagdo da atividade antibacteriana a cada 24 horas,
durante um periodo de 120 horas, através do teste de difusdo em disco (KIRBY et al,
1966), a fim de determinar o tempo de maior producédo do principio bioativo. Foram
distribuidos 50 mL de cada meio em trés Erlenmeyers de 250 mL, para o teste com
cada micro-organismo selecionado. Em cada Erlenmeyer foram inoculados trés
blocos de gelose do endofitico teste e esses foram colocados em um agitador a uma
rotacdo de 180 rpm, durante 48 horas, a temperatura de 30°C, para a preparacdo do
pré-indculo. Foram retirados 5 mL de cada Erlenmeyers e transferidos para outros
contendo 45 mL de cada meio liquido, mantidos em temperatura ambiente, por 120
horas, em mesa agitadora com 180 rpm. O ensaio foi realizado em triplicata. A cada

24 horas, com o auxilio de uma pipeta automatica, foram retiradas aliquotas de 1
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mL, que foram transferidas para eppendorfs estéreis e devidamente identificados. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 3 minutos visando obter a
separacdo entre a massa celular e o liquido metabdlico. Deste liquido foram
utilizados 50 puL para umedecer discos de papel de aproximadamente 8 mm de
diametro e estes foram colocados em placas inicialmente semeadas com suspenséo
dos micro-organismos testes. As placas foram incubadas a 30°C/37°C, por 24/48
horas. O pH dos in6culos e a biomassa umida foram aferidos a cada 24 horas. Foi
calculada a média aritmética entre os diametros de cada halo de inibicdo formado a
cada 24 horas (LYRA et al, 1964). O isolado Act- 3 passou pelo mesmo processo de
fermentacao, nos meios MPE, M1 e ISP-2 (KAWAMURA, 1976).

Blocos de gelose com crescimento
fingigo ou de actinobactéria

@ @

® MPE M1 YmA ou Czapeck
N v v Y

; \ 5 '(‘.

Pré-moécualos \ / \ / \
50 m1l p 50 m1 E 50 m1

,80,,..\,..8{15,,‘, U .

T ?‘ ?\ ’i ?‘ ?\ ?\ bL ?‘ 180 rpm durante 120 h

Inéculos
45 m1l
l 50 pl em cada disco
Tapete
100 pnl
—_—— o o Incubar24 ou d4s h
' ' \O oy c1 30°C ou 37°C

Suspensiao com l
micro.organismo
teste

Mediccio dos halos
de inibicGio

FIGURA 4.3 - Esquema da metodologia utilizada no ensaio secundario da atividade antimicrobiana.
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4.6. Identificacdo dos micro-organismos endofiticos

4.6.1 Identificacdo dos fungos endofiticos

Os quatro fungos submetidos a fermentacdo liquida foram repicados em
placas de Petri com os meios Sabouraud e BDA, e encaminhados ao Departamento
de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco onde foram identificados em
nivel de subespécie.

Para a identificagdo foram observadas as caracteristicas macroscopicas
(coloracdo e aspecto do micélio aéreo e vegetativo, producdo de pigmento e
exsudato, meio de crescimento e tempo de incubacao) e microscopicas (esporoforo,
diferenciacdo das hifas, estruturas reprodutivas, disposicédo e dimensdo dos septos)

dos fungos endofiticos.

4.6.2. Indentificacdo das actinobactérias

4.6.2.1 Caracterizagdo macroscopica e taxonémica

Os isolados de actinobactérias foram caracterizados macroscopicamente e
em nivel de género, tendo a primeira caracterizacdo ocorrida a partir da observacao
da coloracdo de seus micélios aéreos e vegetativos, assim como a producdo de

pigmentos no meio de cultivo.

Na identificacdo em nivel de género foi usada a técnica taxondmica classica,
qgue avalia a micromorfologia das cadeias de esporos de cada actinobactéria,
utilizando a microscopia Optica. Foi realizado um microcultivo das linhagens nos
meios sélidos ISP-2, ISP-3 e ISP-4, segundo metodologia descrita por Shirling &
Gottlieb (1966). Foram semeadas estrias largas paralelas de cada actinobactéria
isolada, em placas de Petri contendo os meios citados. Em cada estria foi inserida
uma laminula, em posi¢ao inclinada, obtendo-se um angulo de aproximadamente
45° entre a laminula e a placa (Figura 4.4). As placas foram incubadas em estufa
B.O.D (30°C) de 10 a 15 dias. Ap0s esse periodo, as laminulas foram observadas
em microscopia Optica e as actinobactérias foram identificadas a partir das

caracteristicas micro-morfologicas dos micélios aéreos de cada linhagem. As
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caracteristicas macro-morfolégicas dos micélios também foram observadas

auxiliando na identificagcao.

FIGURA 4.4 - Microcultivo da linhagem Act-3 no meio ISP-2.

4.6.2.2 Identificacdo Molecular

A linhagem Act-3, por ser a que apresentou o melhor resultado durante o
ensaio priméario com blocos de gelose, foi escolhida para identificagdo molecular em

nivel de espécie.

Para a extragdo do DNA foi inicialmente realizada uma fermentacéo liquida
com o isolado Act-3 para a obtencdo da biomassa. Essa etapa esta descrita na
Figura 4.5.

—— Indculo
h__ . T o
— 5 m
# IS ml ‘ # |
|I.J
Actinobactéria 3 Meio liquido Mesa agitadora: 180 Centrifugagdo : 10.000
(ISP-2) rpm por 16 horas a rpm durante 3 minutos

temperatura ambiente

FIGURA 4.5 - Esquema da metodologia utilizada na obtencdo da biomassa da linhagem Act.-3.
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- Extragdo do DNA total

A metodologia empregada na extragdo do DNA total da linhagem Act-3 foi
desenvolvida segundo Sambrook e colaboradores (1989). Inicialmente as células
foram resuspendidas cuidadosamente em 480 pl de uma solucdo de EDTA (50 mM).
Foi adicionada a mistura 120 pl de uma solugéo de enzima litica, a fim de facilitar a
lise da parede celular. A mistura foi homegeneizada com a utlizagdo de um
pipetador e incubada a 37°C por 40minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada
por 2 minutos a 15.000 rpm e o sobrenadante foi removido. Foram adicionados 600
pul de uma solucdo de lise nuclear. Novamente a mistura foi homogeneizada e
incubada em banho Maria a 80°C por 5 minutos para promover a lise celular. Apés
voltar a temperatura ambiente, foram adicionados 3 ul de uma solugcdo de RNase
para degradar o RNA, uma vez que esse acido nucléico ndo é de interesse nesse
procedimento. O tubo contendo a amostra foi invertido 5 vezes para que ocorresse
uma mistura. Foi realizada nova incubacdo a 37°C por 30 minutos. Apos antigir a
temperatura ambiente, foram adicionados 200 pl de uma solugéo de preciptacéo de
proteinas e a mistura foi agitada vigorosamente em vértex durante 20 segundos a
fim de misturar a solucdo de proteinas com o lisado celular. A amostra foi incubada
em gelo durante 5 minutos e centrifugada a 15.000 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um tudo limpo de
microcentrifugacdo (1,5 mL) contendo 600 pl de isopropanol a temperatura
ambiente. A mistura foi homogeneizada delicadamente até se formar uma massa
visivel de DNA e esta permanceu por 10 minutos em freezer. Em seguida, foi
realizada nova centrifugacdo a 15.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi
despejado cuidadosamente em papel absorvente e foi adicionado, no tubo contendo
o DNA, 600 pul de etanol a 70%. O tubo foi invertido algumas vezes para a lavagem
do pellet de DNA. A amostra foi centrifugada a 15.000 rpm por 2 minutos, e o etanol
foi aspirado cuidadosamente com o auxilio de um pipetador automatico. O tubo foi
invertido em papel absorvente, durante 15 minutos, até a secagem do pellet. Foram
adicionados 100 pl de uma solugéo de reidratacdo de DNA no tubo com o pellet, e
este foi incubado a 65°C por uma hora. ApOs essa etapa, o tubo foi agitado

lentamente. Em seguida foi realizada uma eletroforese em gel de agarose para
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avaliar a integridade do DNA extraido, utilizando o Wizard Genomic DNA Purification
kit (Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante.

- Amplificagcéo do gene DNA 16S

Apébs a confirmacgdo da extracdo e da integridade do DNA a amplificacéo foi
realizada através da técnica de PCR, com a utilizacdo de oligonucleotideos
universais para Eubacteria fD1 (5- AGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e rD1 (5°-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGGAACG-3) (WEISBURG et al., 1991). As
amplificacGes foram realizadas em volume final de 25 uL contendo 10 a 50 ng de
DNA, 5 pmols de cada oligonucleotideo, 200 uM de dNTP, 3,0 mM de MgCl,,1X
tampéo e 1 U Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies).

A reacdo de PCR foi executada em termociclador programado para realizar
desnaturacao inicial a 94° C por 5 min, 25 ciclos de desnaturacdo, anelamento e
extensdo (94°C/1’, 52°C/30’ e 72° C/2’, respectivamente). Apos a amplificagao, foram
utilizados 5 pL da reacao de PCR para avaliagao por eletroforese em gel de agarose
(1,2% m/v) a 3 volts/cm™ em tamp&do TBE 1x e corado com Bluegreen (Invitrogen
Life Technology). A sequéncia obtida a partir do sequenciamento do produto de
amplificacdo foi comparada com todas as sequéncias no Genebank, utilizando o
software Blast do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias foram alinhadas usando-se o0 software
Clustal, e a arvore filogenética foi construida utilizando 5,05 mega com o método
neighbor joining. A topologia foi avaliada pela analise de bootstrap (1000

resampling).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.7. Extracéo do antibiotico

4.7.1. Separagao da Massa Celular

Inicialmente foi realizada uma tentativa de extracdo do principio ativo do
liquido metabdlico e da biomassa do Fungo F-61 e da Actinobactéria Act-3. As
melhores condi¢cfes para a producdo do antibiético foram determinadas a partir dos
resultados obtidos durante a fermentacdo desses micro-organismos. O processo de
separacao entre o liquido metabdlico e a biomassa foi realizado através de uma
centrifugacdo a 10.000 rpm por 3 minutos, seguido de filtracdo em funil (LYRA et al,
1964).

4.7.2. Extracdo do Antibiotico - Biomassa

Nesta etapa foram utilizados trés solventes misciveis em agua: etanol,
metanol e acetona, na propor¢ao de 1:10 (g/mL), em diferentes pHs: 2,0, 7,0 e 9,0.
As misturas (biomassa + solvente) foram realizadas em falcons (50 mL) e estes
ficaram durante 1 hora em agitador mecanico. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 3 minutos e filtradas em papel de filtro, obtendo-
se a separacdo entre a biomassa e o solvente com o principio ativo. Discos de
papel foram embebidos com 50 uL dos extratos obtidos, e foi realizado o teste de
difusdo em agar frente aos micro-organismos testes: S. aureus, S. aureus MRSA e
E. coli (LYRA et al, 1964).
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4.7.3 Extracdo do Antibidtico — Liquido Metabdlico

Os solventes utilizados para a extracdo do principio ativo do liquido
metabdlico produzido pelo Fungo F-61 e pela Actinobactéria Act-3 foram: éter de
petroleo, acetato de etila e cloroférmio, todos eles ndo misciveis em agua. Foi
utilizado o liquido metabdlico em seu pH normal (+/- 7,0) e nos pHs 2,0 e 9,0, para
cada solvente, na proporcéo de 2:1 (liquido metabdlico/ solvente). Foram realizados
0s mesmos procedimentos observados durante a extracdo do principio ativo da
biomassa, até a etapa de centrifugacdo. Foram separados os extratos do liquido
metabdlico esgotado com a utilizacdo de uma pipeta e ambos foram submetidos ao
teste de difusdo em agar, frente aos micro-organismos testes: S. aureus, S. aureus
MRSA e E. coli. Antes da realizacdo do teste o pH dos liquidos esgotados foram
reajustados para 7,0. O teste com o liquido esgotado serviu como controle positivo
para confirmar se o solvente extraiu por completo o principio ativo produzido pelo
endofitico (LYRA et al, 1964).

ApOs a extracdo, cada extrato foi concentrado atraves de rotaevaporagdo com
bomba a vacuo trabalhando a uma poténcia de 200 watts, com uma vazéo de 53 a

58 L/min, vacuo maximo de 650 mmHg (85,5 Kpa), rotacdo do motor de 2800 rpm.

A temperatura utilizada para evaporar os solventes foi de 55°C. O

rotaevaporador trabalhou em uma rotacao de 80 rpm.

A Figura 4.6 representa a metodologia utilizada na tentativa de extracdo do
principio ativo do liquido metabdlico e da biomassa das linhagens: Actinobactéria
Act-3 e Fungo F-61.
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FIGURA 4.6 - Esquema da metodologia utilizada na tentativa de extra¢@o do principio ativo do liquido

metabolico e da biomassa das linhagens: Actinobactéria Act-3 e Fungo F-61.

4.8 Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida
(CMB)

Foram realizados os testes de concentragdo minima inibitéria (CMI) de acordo
com o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (2004)
visando estabelecer a menor concentracdo do extrato bioativo obtido a partir da
fermentacdo do liqguido metabdlico e da biomassa do isolado fungico F-61 e do
isolado de actinobactéria Act-3, capaz de inibir os micro-organismos testes, e de
concentracdo minima bactericida, determinando a menor concentragdo capaz de

impedir o total crescimento dos micro-organismos testes.
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Para esses testes foram utilizadas placas com pogos, os quais foram

divididos de acordo com a Figura 4.7.
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Legenda: Controle positivo (100 pL de MH + 20 pl de suspensdo); Controle
negativo(1 ): (100 pL de MH + 20 plL de suspensdo + 20pl de DMSO); Controle
negativo (2) :(100 pL de MH).

FIGURA 4.7 - Esquema da divisdo dos pog¢os da placa utilizada nos testes de concentracdo minima
inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB).

Nos pocos de 1 a 3 foram realizados os testes de concentracdo minima
inibitéria e concentracdo minima bactericida. Inicialmente foram inoculados 100 pL
de meio MH em cada poc¢o, seguidos de 100 pl de uma solugéo contendo: 10 mg do
extrato bruto metabdlico ou da biomassa, do micro-organismo endofitico + 1 ml de
uma solucéo de dimetil sufoxido (DMSQO) a 30%, nos pocos presentes na fileira A de
1 a 3, obtendo-se uma concentracdo de 1000 pL/ml. A partir dessa concentracao,
foi realizada uma diluicdo seriada até obter uma solugdo de DMSO + extrato em uma
concentracédo de 7 pg/mL. Em seguida foram inoculados, em cada poco, 20 uL de
uma suspensao de cada micro-organismo teste utilizado, de acordo com a escala de
turbidimetria de MacFarland (1,5 x10® UFC/mL). Para o controle positivo foram
utilizados, em todos os pocos, 100 pL de meio MH + 20 pL de suspensao
bacteriana. Foram empregados dois controles negativos, onde nos pocos utilizados

para o primeiro (fileira 5) foram inoculados 100 puL do meio de cultura MH +20 uL da
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suspensao de micro-organismo + 20 pL de DMSO. Os pocgos utilizados para o
segundo controle negativo (fileira 6) continham, apenas, 100 pL do meio de cultura
MH. Nos primeiros pocos a concentracdo do meio MH estava duplicada, uma vez
gue apos a diluicdo, todas as amostras estariam com a mesma concentracao de
meio de cultura. A placa foi incubada em estufa B.O.D. a 37°C por 24 horas. Apos
esse periodo foram inoculados, em todos os pogos, 25 pL de uma solucao
reveladora de resazurina (0,01 mg/ml) e a placa foi novamente incubada em estufa
B.O.D., dessa vez por 2 horas. Apés esse periodo foi realizada a leitura da placa.
Pocos na coloragdo azul indicaram a inibicdo do micro-organismo teste, e na

coloragdo vermelho/réseo indicaram crescimento microbiano.

4.9 Prospecc¢ao Quimica

Foram analisadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em
cromatofolhas de aluminio TLC contendo Silica Gel 60 Fzs4 (Merck) aliquotas de
10uL de cada extrato do isolado F-61 (extratos brutos metandlico da biomassa e
etéreo do liquido metabdlico) para a identificacdo das classes de metabdlitos
secundarios; Empregaram-se diversas fases modveis e reveladores especificos
(HARBORNE, 1998; METZ, 1961; ROBERTSON et al, 1956; SHARMA; DAWRA,
1991; WAGNER; BLADT, 1996) (Tabela 4.2). Os cromatogramas migraram em

cubas previamente saturadas.
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TABELA 4.2. CondigBes cromatograficas da prospeccdo quimica dos metabdlitos secundarios

produzidos pelo isolado flngico F-61.

Sistema de
Metabdlitos Migracao Revelador Referéncia

Alcalbides A Dragendorff Wagner e Bladt (1996)
AcuUcares redutores D TTZ Metz (1961)
Compostos fendlicos A NEU Wagner e Bladt (1996)
Taninos Hidrolizaveis A NEU Wagner e Bladt (1996)
Triterpenos e Esterdides B Lieberman-Burchard Sharma e Dawra (1991)
Mono/Sequiterpenos C Vanilina Sulftrica Wagner e Bladt (1996)

A. Acetato de etila - Acido acético - Acido férmico - Agua (100:11:11:26, v/v); B. Tolueno - Acetato de
etila (80:20, v/v); C. Tolueno - Acetato de etila (97:3, v/v), D. Acetona - n-Butanol - Tampao fosfato pH
5,0 (5:4:1, viv).

A deteccao dos metabdlitos secundarios:

o Alcaléides sdo evidenciados por bandas laranjas apds revelacdo com
Dragendorff e o padrdo utilizado foi pilocarpina.

o Acucares redutores sdo evidenciados apoés revelacdo com solugdo aquosa de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTZ) e aquecimento. Os padrbes utilizados
foram solucdes de arabinose, glicose, sacarose e maltose.

o Para compostos fendlicos ha presenca de bandas com fluorescéncia levemente
azulada e flavanoides, bandas laranja a vermelho quando revelados com o
reagente de NEU (Difenilboriloxietilamina 1% em EtOH) e analisada em UV. O
padrdo utilizado foi quercetina.

o Taninos hidrolisaveis sé@o evidenciados por manchas de coloracéo résea apos
revelacdo com solucdo de vanilina cloridrica, comparando-se com os padrdes de

acido elagico e acido galico.
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o Em triterpenos e esterdides h& presenca de bandas marrons a azuladas apos
revelacdo com o reagente de Lieberman-Burchard e aquecimento. Os padrdes
utilizados foram acido ursélico, 3-amirina e -sitosterol.

o Monoterpenos e sesquiterpenos sdo evidenciados por manchas de coloragéao
azul escura apdés revelacdo com solucdo de vanilina sulfarica, comparando-se

com o padréao timol.

4.10 Extracao do Tecido Vegetal

As folhas de Schinus Terebenthifolius Raddi, previamente fragmentadas,
foram pesadas (1g) e transferidas para um erlenmeyer contendo 10 mL de Hexano,
Cujo objetivo era extrair os compostos fortemente apolares que nao possuem relacao
com a atividade antimicrobiana. Elas permaneceram em contato com o solvente
durante duas horas, em temperatura ambiente. Apds esse periodo, o extrato foi
filtrado em funil simples e papel filtro e foram adicionados 10 ml de acetato de etila
no erlenmeyer permanecendo em contato com as folhas pré-tratadas com hexano,
pelo mesmo periodo de tempo. O extrato foi novamente filtrado e acondicionado na
geladeira em frasco ambar. O papel do acetato de etila foi extrair 0s compostos que
possuem relacdo direta com a atividade antimicrobiana encontrada na folha da
planta (CERUKS et al, 2007).

Para a obtencdo do extrato concentrado foi realizada uma rotaevaporacéo
com auxilio de bomba a vacuo trabalhando a uma poténcia de 200 watts, numa
vazéao de 53 a 58 L/min, vdcuo maximo de 650 mmHg (85,5 Kpa), rotacdo do motor
de 2800 rpm. A temperatura utilizada para evaporar os solventes foi de 55°C. O

rotaevaporador trabalhou em uma rotacao de 80 rpm.

Essa etapa teve como objetivo tentar extrair o principio ativo produzido pelo

tecido vegetal.
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A Figura 4.8 ilustra 0 esquema da tentativa extracdo, com acetato de etila, do
principio ativo produzido pelas folhas da Aroeira-Vermelha.

‘I )

g b1
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mun
S. terebenthifolius 1g

Raddi

Rotaevaporacao -

ExtratodeAc. de etila 10 mL de Acetato de etila

FIGURA 4.8 - Esquema da tentativa de extragdo, utilizando acetato de etila, do principio ativo
produzido pelas folhas da Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha).

4.11. Comparacdo dos metabodlitos bioativos do extrato da Schinus
terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha) e dos metabdlitos bioativos dos

endofiticos

Para a realizacao dessa etapa foi utilizada a metodologia de bioautografia em
camada delgada (CCD) pelo método agar overlay, descrita por Rodrigues (2009).
Por meio dessa técnica foi avaliada, através do Rf, qual das fragBes bioativas do
extrato da planta sdo semelhantes ao produto da fermentacdo do isolado que
apresentou maior halo de inibicdo durante a avaliagéo da atividade antimicrobiana.

Foi preparada 10 mL de uma suspensao de Staphylococcus aureus (UFPEDA
02) e de S. aureus (MRSA) (UFPEDA 663) de acordo com a escada de turbidimetria
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de Mac Farland (1,5 x10® UFC/mL), e 100 pL de cada suspenséo foram inoculados
em tubos de ensaio contendo 10 ml de Mueller Hinton Agar (MH) semi-solido
(aproximadamente 45°C) e homogeneizadas em agitador. Prosseguindo com o
teste, 20 L de cada extrato bruto obtido a partir da extracdo no liquido metabdlico e
na biomassa do isolado fungico F-61 e do isolado de actinobactéria Act-3, foi
solubilizado em seus respectivos solventes de origem e, em seguida, foram
aplicados 10 pL (10 mg/mL) desses extratos em cada ponto marcado na placa
juntamente com os extratos da folha da Aroeira-Vermelha. Foram utilizadas
cromatoplacas de silicagel 60f254 (Merck ®) ou placas de CCD (20x20) cortadas em
quadrados de (5x5 cm). As placas foram eluidas em uma fase movel composta por
acetato de etila:zmetanol (9:1). Foi adicionada uma pequena quantidade do meio
Mueller Hinton Agar (MH) semi-solido contendo a suspenséo de S. aureus, em uma
placa de Petri estéril até preenché-la por completo. Em seguida, foram colocadas na
placa de Petri as placas cromatograficas eluidas, e, sobre esta, foi vertido o meio de
cultura inoculado (overlay). Apos a solidificacdo, a placa foi incubada a 37°C por
24h.

Depois do periodo de incubacdo, para a revelacdo da bioautografia foi
utilizada uma solucdo aquosa de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (20 mg/mL) e
incubacédo a 37°C por 2 horas. A leitura da placa foi realizada a partir da observacgao
de halos de inibicdo contra um fundo vermelho/roxo. A presenca de halos de inibi¢édo

confirma a atividade antimicrobiana dos extratos (HOMANS et al, 1970).

Através da medicdo e da comparacdo do Rf do halo de inibicdo apresentado
por cada extrato, foi avaliada se os principiso bioativos produzidos pelos endofiticos

sdo semelhantes aos da planta.

O esquema da bioautografia em camada delgada realizada com os extratos

da Aroeira-Vermelha e dos endoficos selecionados esté representado na Figura 4.9.
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FIGURA 4.9 — Representacdo da bioautografia em camada delgada realizada com os extratos dos
endofiticos e das folhas da Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento dos Micro-organismos Endofiticos

A escolha das folhas de plantas em geral, para o isolamento, esta relacionada
com o fato de este tecido vegetal ser o mais utilizado na busca de novos compostos
bioativos produzidos por endofiticos presentes em diversas plantas (FENNER et al,

2006), além de, comprovadamente, possuir fins terapéuticos (SOARES et al, 2007).

A tabela abaixo representa a distribuicdo dos micro-organismos endofiticos

em cada meio de cultura em que foram isolados.

Tabela 5.1 — Distribuic@o e frequéncia, por meio de cultivo, dos micro-organismos endofiticos isolados

da Aroeira-Vermelha.

Micro-organismos Total de

isolados isolados  “*-A ISP-2 BDA SAB

N° % N° % N° % N° %
Bactérias 67 28 41,79 39 58,20 - - - 5
Actinobactérias 13 5 38,46 8 61,53 - - - -
Leveduras - - - - 2 - - -
Fungos 237 12 5,06 13 5,48 75 31,64 137 57,80
Total 317 45 60 75 137

5.1.1 Fungos isolados

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5.1, os meios utilizados no
isolamento de fungos endofiticos apresentaram resultados satisfatorios atendendo
aos objetivos iniciais. Dos 237 isolados fungicos das folhas da Aroeira-Vermelha,

pode-se afirmar que houve uma predominancia de isolados fungicos no meio de
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cultura Sabouraud, o qual apresentou 137 (57,80%) isolados, seguido do meio BDA
com 75 (31,64%) isolados.

Mesmo com a utilizacdo do antifungico Nistatina na concentracdo de 100
mg/L nos meios ISP-2 e ALA, estes apresentaram crescimento de fungos
endofiticos, sugerindo a ocorréncia de fungos endofiticos resistentes a Nistatina na
concentracdo utilizada. Foram obtidos 12 isolados fangicos no meio ALA,
correspondendo a 5,06% dos isolados, e 13 isolados fungicos no meio ISP-2,
equivalendo a 5,48% do total. Foi escolhida a utilizacdo da Nistatina por ser um
antifangico experimentalmente usual que causa a morte celular de fungos
patogénicos e saprofiticos a partir de alterac6es na permeabilidade da membrana
(DEGASPARI et al, 2005).

A quantidade de isolados fungicos nos meios Sabouraud e BDA foi de 212, o
que representa 89,45% dos isolados fungicos endofiticos. Os 25 isolados restantes
cresceram nos meios ISP-2 e ALA.

A principal porta de entrada para micro-organismos endofiticos na planta é a
raiz. Contudo, ao penetrar nesta, os endofiticos se disseminam para outros tecidos
vegetais, e assim, conseguem colonizar regibes distantes como as folhas
(AZEVEDO et al, 1998).

Dos 317 micro-organismos endofiticos isolados, 237 (74,76%) foram isolados
fungicos, o0 que sugere uma maior concentracdo destes nas folhas da Aroeira-
Vermelha em relagdo a outros micro-organismos endofiticos. Outros estudos com
isolados de folhas também indicam uma predominancia de fungos endofiticos
habitando esse tecido vegetal. Tonial (2010) isolou, das folhas da Aroeira-Vermelha,
48 fungos e 3 actinobactérias, implicando uma maior diversidade de fungos
endofiticos na folha em relacdo a quantidade de bactérias e actinobactérias
endofiticas. Lima (2008), também utilizando a Aroeira-vermelha, observou uma taxa
de colonizagéo de 88,2% de fungos.

Magalhdes e colaboradores (2008) isolaram 159 fungos endofiticos de
Eremanthus erythropappus (candeia), dos quais, 35, 9 e 115 colbnias foram
isoladas, respectivamente, de fragmentos de folhas, sementes e caules. Pimentel e
colaboradores (2010) comprovaram a diversidade de fungos endofiticos em folhas
de Pinus taeda (pinheiro) ao isolar 784 fungos a partir de 1.200 fragmentos. As
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folhas de Bauhinia brevipes (unha-de-boi), também foram apontadas como ambiente
propicio para desenvolvimento de colbnias fangicas, tendo sido isoladas 1110
colénias de fungos endofiticos (HILARINO et al, 2011). Fernandes (2009) e Sette e
colaboradores (2006), respectivamente, isolaram e identificaram 22 e 37 linhagens

de fungos endofiticos obtidos a partir de folhas de e Coffea robusta (café).

Estudos envolvendo outras plantas medicinais também apontaram uma maior
colonizacdo de fungos endofiticos nas folhas, em relacdo a outros tecidos e micro-
organismos endofiticos, como mostrado por Silva (2006) ao isolar 183 micro-
organismos das folhas e raizes da planta medicinal Conyza bonariensis (L.)

Cronquist, dos quais 126 séo bactérias, 53 fungos e quatro actinobactérias.

Pillegi (2006), durante o isolamento de uma actinobactéria, 793 fungos e 121
bactérias de Maytenu silicifolia Mart. (espinheira santa), observou que numero de
fungos isolados das folhas e peciolos superou bactérias e actinobactérias.

Entretanto, as bactérias predominaram entre os isolados das sementes.

A andlise da Tabela 5.2 permite avaliar a frequéncia de fungos endofiticos

isolados por fragmento.

TABELA 5.2 Frequéncia dos fragmentos das folhas da Aroeira-Vermelha que apresentaram

crescimento fungico em cada meio de cultura.

SABOURAUD BDA ISP-2 ALA
Total de fragmentos 90 90 90 90
Fragmentos com crescimento 79 67 12 13
Frequéncia 87,77% 74,44% 13,33% 14,44%

Os resultados mostram altas freqiiéncias de crescimento fingico nos meios
Sabouraud e BDA. Dos 90 fragmentos presentes no meio Sabourand, 79
apresentaram crescimento, correspondendo uma freqtiéncia de 87,77%, sendo este
0 meio que apresentou maior freqiiéncia de crescimento fungico. Os fragmentos no
meio BDA apresentaram uma frequéncia de 74,44%, o que corresponde a um
crescimento em 67 fragmentos. Dos 180 fragmentos presentes nos meios

Sabourand e BDA, 146 apresentaram crescimento de isolados de fungos
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endofiticos, o que representa uma frequéncia de 81,11%. Dos 180 fragmentos
presentes nos meios ISP-2 e ALA, 25 apresentaram crescimento fangico,
correspondendo a um percentual de 13,88 %, sendo 12 fragmentos no meio ISP-2 e
13 no meio ALA, caracterizando uma freqiéncia de 13,33% e 14,44%,

respectivamente.

Resultados semelhantes a esses foram obtidos no isolamento de fungos
endofiticos das folhas da Annona squamosa L. e Annona muricata L. (pinha), pois,
dos 110 isolados da Annonas s. L, foi observada uma taxa de colonizagao de 74,8%
nas folhas e de 67,2% nos fragmentos do caule. Frequéncias de 72,4% e 77,2%

foram observadas nas folhas e fragmentos de caule da A. muricata L. (SILVA, 2008).

Hilarino e colaboradores (2011) obtiveram frequéncias significativas no
isolamento de fungos endofiticos de fragmentos de folhas da Bauhinia brevipes
(Fabeceae), apresentando um percentual de 81,7% de crescimento. Pimentel e
colaboradores (2010), trabalhando com fragmentos de aciculas de Pinus taeda
(pinheiro), obtiveram uma taxa de colonizacdo de 65,33%. Entretanto, Pimentel e
colaboradores (2006), apenas uma taxa de colonizacdo de 17,2%, de fungos

endofiticos isolados de 1728 fragmentos de Glycine Max (L.) Merril (soja).

Souza e colaboradores (2004) observaram frequéncias de 81,8% e 39,5% de
fungos em folha e caule, nessa ordem, da planta Palicourea longiflora, e 66,6% e

21% em folha e caule de Strychnos cogens bentham.
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Na Figura 5.1 observa-se a diversidade da coloracdo apresentada pelos
micélios aéreos dos isolados fungicos da folha da Schinus terebinthifolius Raddi

(Aroeira-Vermelha)

Coloragao dos micélios aéreos
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FIGURA 5.1 — Diversidade da coloracdo apresentada pelos micélios aéreos dos isolados endofiticos
da folha da Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha).

Foi observada uma grande diversidade de isolados endofiticos da Aroeira-
vermelha, lembrando que sao diversas as coloracbes apresentadas, tanto no
crescimento no verso da placa quanto em seu reverso, 0 que caracterizam isolados
distintos. A coloracdo predominante no reverso foi a branca e suas derivacdes:
branco com creme, branco amarronzado, branco esverdeado e alaranjado, branco
amarelado, branco com bege, branco acinzentado, branco com castanho e branco
com esporos pretos, totalizando 106 isolados fungicos, o que caracteriza 44,72% do
total de isolados. A segunda coloracdo foi o verde e derivacfes: verde cinzento,
verde amarronzado e verde com bordas brancas, totalizando 72 fungos, ou 30,37%
dos isolados. A coloracao preta e seus derivados, que compreende: preto, preto
rugoso e preto acinzentado totalizaram 29 isolados, o que representa 12,23% do
total. Coloragbes como: castanho, creme, marrom, rosa, goiaba, ferrugem e laranja,
foram observadas em 21 isolados, representando 9,28% dos endofiticos. Por fim,
amarelo e seus derivados: amarelo, amarelo com branco, amarelo com verde,
amarelo com cinza, amarelo com esporos pretos, amarelo com cinza e branco,

representam 3,7 %, ou seja, nove isolados endofiticos.
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Pimentel (2006) isolou variedade de fungos endofiticos de diversas espécies
em folhas e tronco de Glycine Max (L.) Merril (soja). Os principais géneros
identificados foram: Alternaria, Cladosporium, Chaetomium, Curvularia, Drechslera,
Scopulariopsis, Acremonium, Aspergillus, Colletotrichum, Fusarium, Paecilomyces e

Penicillium.

Observa-se que alguns géneros também foram identificados por Pimentel
(2010) quando isolou de aciculas de Pinus taeda (pinheiro): Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Colletotrichum, Coniothyrium, Diplodia, Drechslera, Hansfordia,
Panidio, Papulaspora, Pestalotiopsis, Phialophora, Pithomyces, Rhizoctonia e
Xylaria, mostrando que no tecido vegetal existem espécies mais presentes que

outras.

Neste trabalho, os micélios aéreos dos 237 isolados fungicos apresentaram
as seguintes caracteristicas: micélio algodonoso, micélio esporulado e micélio
aveludado, sendo 118 isolados algodonosos, 0 que representa 49,78% do total de
isolados, 74 isolados esporulados, 31,22%, e 45 isolados aveludados, totalizando
18,98%, destes sendo, 68,78% de isolados que néo produziram esporos. Resultados
superiores foram apresentados por Hilarino e colaboradores (2011) que encontraram
85,71% de micélio ndo-esporulante.

Observou-se a presenca de 25 isolados fungicos produtores de exsudados,
sendo seis isolados com pigmentacdo, mostrando a presenca de pigmentos solaveis

no meio em que foi cultivado.
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5.1.2. Bactérias Isoladas

A Tabela 5.3. mostra a frequéncia dos fragmentos das folhas da Aroeira-
Vermelha que apresentaram crescimento de bactérias e actinobactérias em cada

meio de cultura.

TABELA 5.3. — Frequéncia dos fragmentos das folhas da Aroeira-Vermelha que apresentaram

crescimento de bactérias e actinobactérias em cada meio de cultura

ISP-2
ALA- Actinobact. Actinobact. ALA- Bactéria  ISP-2 - Bactéria
Total de fragmentos 90 90 90 90
Fragmentos com
crescimento 5 8 28 39
Frenquéncia 5,55% 8,88% 31,11% 43,33%

Dos 90 fragmentos da folha da Aroeira-Vermelha que foram selecionados
para o0 isolamento em meio ISP-2, 39 fragmentos apresentaram crescimento
bacteriano, o que representa uma frequéncia de 43,33%. No meio ALA, a frequéncia
obtida foi de 31,11%, o que significa que 28 fragmentos apresentaram crescimento
bacteriano. A frequéncia total de bactérias isoladas dos 180 fragmentos foi de
31,66% (Tabela 5.3.).

Sturz e colaboradores (2000) observaram diversidade de bactérias endofiticas
isoladas de feijao, meldo, ervilha, trigo, repolho, pimentdo e banana. Teixeira e
colaboradores (2007) isolaram na planta Manihot esculenta Crantz (Mandioca) 482
endofiticos, identificados 137, sendo encontradas 47 espécies de micro-organismos
pertencentes a 27 géneros. Os géneros de bactérias mais comumente encontrados
representaram 71% do total e foram: Bacillus (0 mais freqlente)
Burkholderia, Enterobacter, Escherichia, Salmonella, Stenotro e Serratia. Barretti e
colaboradores (2009) obtiveram 40 isolados de bactérias endofiticas oriundos das

folhas e caules do tomateiro.
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5.1.3 Actinobactérias Isoladas

A Tabela 5.1. apresenta os 13 isolados de actinobactérias endofiticas das
folhas da Aroeira-Vermelha. Pode-se observar que foram encontrados 8 isolados de
actinobactérias no meio ISP-2 e 5 isolados de actinobactérias no meio ALA, o que
representa 61,53% e 38,46% do total de actinobactérias isoladas. A baixa frequéncia
de actinobactérias isoladas pode ser atribuida aos meios de cultura utilizados, que,
provavelmente, ndo supriram as necessidades para o crescimento do endofitico.
Portanto, com a utilizagdo de outros meios de cultivo, possivelmente podera ocorrer

um acréscimo nessa taixa.

Em estudo realizado com actinobactérias endofiticas foram isoladas 43
actinobactérias de diferentes plantas: Melaleuca leucadendra (L.) (cajeput), Tectona
Grandis (teca), Swietenia macrophylla King (mogno) e Phyllostachys pubescens
(bambu). A maioria dos membros isolados, 53%, apresentaram seus micélios aéreos
na coloracéo cinza. A menor ocorréncia foi observada na coloracéo castanha (5,6%)
(ALIMUDDIN et al, 2011). Qui e colaboradores (2009) também encontraram uma
grande diversidade de actinobactérias endoficas em plantas medicinais de florestas
tropicais em Xishuangbanna na China, obtendo 2174 actinobactérias
correspondentes a 32 géneros distintos. Entre o0os géneros predominantes
identificados estdo: Pseudonocardia (57%), Nocardiopsis (8,3%), Micromonospora
(6,4%) e Streptosporangium (3,8%). Verma e colaboradores (2009) isolaram
actinobactérias, das folhas e hastes de Azadirachta indica A. Juss.,
predominantemente do género  Streptomyces (49,09%), seguidos de
Streptosporangium (14,5%), Microbiospora (10,9%), Streptoverticilium (5,5%),
Sacchromonospora sp. (5,5%) e Nocardia (3,6%).

A Tabela 5.3 mostra a frequéncia de fragmentos que apresentaram
crescimento de actinobactéria. A melhor freqiiéncia foi obtida no meio ISP-2 (8,88%)

dos 90 fragmentos utilizados.

A Figura 5.2 representa a coloracdo dos micélios aéreos das estirpes de
actinobactérias isoladas da folha da Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-

Vermelha), em seus respectivos meios de cultivo.
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FIGURA 5.2 - Representacdo da coloracdo dos micélios aéreos das estirpes de actinobactérias
isoladas da folha da Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha), em seus respectivos meios de

cultivo.

Entre as actinobactérias isoladas no meio ISP-2, observou-se, quanto a
coloracdo dos pseudo-micélios, diversidade de cores: cinza e derivados, brancos e
derivados, creme e derivados, amarelo e azul, apresentando também, pigmentacao
no meio de cultivo. A coloracdo branca e derivados (37,5% - 3 actinobactérias)
predominou entre os isolados, seguida da coloracdo cinza e derivados (25% - 2
actinobactérias) e das coloracdes amarela, creme e derivados e azul, com 1
actinobactéria (12,5%), cada. No meio ALA, foram observadas as seguintes
coloracdes: branca e derivados (3 actinobactérias — 60 %), cinza ( 1 actinobactéria —

20%) e amarela ( 1 actinobactéria — 20%).

A coloracdo branca foi relatada como a mais predominante em estudos
realizados por Masmeh (1992), os quais revelaram a distribuicdo da flora dos
isolados na Jordania e apresentam micelios de coloracdo branca como sendo os

mais dominantes (43,6%).

Sonashia e colaboradores (2011) isolaram 30 actinobactérias, das quais
53,33% se classificaram como sendo do género Streptomyces, 10% como

Actinomadura e 13,33% como Micromonospora. As caracteristicas comuns a esses
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géneros sao, por ordem: cadeia de esporos com enrolamento espiral, e em loop;

cadeias de esporos retas e abertos, e aglomerados de conidios Unicos em micélio.

As Actinobactérias podem apresentar coloracfes distintas em seus micélios.
Nos micélios de actinobactérias do género Streptomyces ja foram observadas as
cores: verde, vermelho, azul, cinza, branco e violeta. Outro género que apresenta
variacdes nas coloracdes do micélio sdo as actinobactérias que fazem parte do
género Actinomadura, podendo apresentar as cores: azul, cinza, rosa, creme,
branco, amarelo ou esverdeado. Ou seja, essas variacdes pertinentes a coloracao
do micélio aéreo sédo caracteristicas peculiares a cada género de actinobactéria,

assim como possui relacdo com o meio de crescimento (WILLIAMS et al,1989).

Os géneros mais frequentes de actinobactérias encontrados por Araudjo e
colaboradores (2000) nas raizes e folhas de Zea mays L. (milho) foram: Microbispora
(62%), seguidos de Streptomyces e Streptosporangium, nos meios Agar Amido-
Caseina e Agar Agua. Os autores concluiram que existe grande diversidade de

endofiticos que podem ser explorados biotecnologicamente.

5.2 Ensaio Primério da Atividade Antimicrobiana (Blocos de Gelose)

5.2.1 Ensaio Primério com os Fungos Endofiticos

Dos 237 isolados, foram selecionados 40 fungos endofiticos que possuiam
diferentes caracteristicas morfoldgicas, e estes foram utilizados no teste com bloco
de gelose. Os fungos selecionados foram: F-10, F-12, F-17, F-18, F-24, F-61, F-67,
F-69, F-72, F-73, F76, F-81, F-84, F-88, F-90, F-91, F-94, F-100, F-102, F-103, F-
105, F-115, F-131, F-133, F-137, F-139, F-158, F-160, F-165, F-167, F-169, F-178,
F-180, F-188, F-190, F-197, F-199, F-202, F-220 e F-223.

Vale salientar que o objetivo desse ensaio foi selecionar os melhores micro-
organismos que foram testados na segunda etapa (fermentacdo), reduzindo os

custos totais.
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Dos 40 isolados fungicos testados, apenas sete (17,5 %) apresentaram
atividade antimicrobiana contra os micro-organismos testes (Tabela 5.4).

TABELA 5.4. — Média, em milimetros, dos halos de inibicdo apresentados pelos isolados fungicos,

frente aos micro-organismos testes, no bloco de gelose.

Linhagens
Micro-organismos Testes F-10 F-61 F-100 F-105 F-169 F-178 F-188

Bacillus subtilis 20+ 0.0 35+£0.0 16,4+0,94 16 + 0.8 - - >10 +0.0
Candida albicans - 26+094 15%0.0 18,7 0,47 - - -
Enterococcus faecalis 17 £ 0.0 23.7+0.47 16.7+0.47  >10+0.0 - >10 0.0 -
Escherichia coli - 25+0.0 - - - - -
Fusarium oxysporum - 23,4 £0.47 - - - - -
Klebisiella pneumoniae - 21,7 +0.47 - - - - -
Mycobacterium smegmatis - 24,7 £0.47 - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - 24,7 +0.47 - - - - -

Staphylococcus aureus - 35+0.0 - >10 +0.0 19+0.0 >10+0.0 >10+0.0

Staphylococcus aureus (MRSA) 16 +0.86 22,4 +0,47 - - >10 +0.0

Legenda: F — fungo; (MRSA) — Staphylococcus aureus resistente a met|C|I|na Sem atividade.

E possivel observar que o isolado fangico F-61 foi o Gnico que inibiu todos os
micro-organismos testes, apresentando médias dos halos de inibicdo superiores a
20 mm. As maiores médias apresentadas foram contra as bactérias S. aureus e B.
subtilis, 35 mm, ambos apresentaram, mostrando que o isolado F-61 foi o mais ativo

frente aos micro-organismos testes.

Souza e colaboradores (2004) testaram 79 linhagens isoladas das plantas
Palicourea longiflora (aubl.) rich (Rubiaceae) e Strychnos cogens Bentham
(Loganiaceae) e obtiveram uma frequéncia de atividade de 6,33% contra E. coli, halo
de inibicdo (19 mm). Estes resultados s&o inferiores aos encontrados no NOSSO

trabalho.

Observa-se na Tabela 5.4 que o B. subtilis foi 0 micro-organismo teste mais
sensivel aos isolados fungicos, com halos de inibicdo variando entre <10-35 mm,
engquanto que K. pneumonae foi o micro-organismo teste mais resistente, porém, foi
inibido com halo de inibicdo de 21,7 mm pelo isolado fungico F-61. A bactéria S.

aureus resistente a meticilina so foi inibida quando testadas contra os fungos F-61,
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F-10 e F-188. Entretanto, ndo apresentou halo de inibicdo expressivo em relacao ao
fungo F-188.

Gong e colaboradores (2009) testaram 26 fungos endofiticos isolados de
Dracaena cambodiana (dragoeiro) e Aquilaria sinensis, dos quais, cinco (22,72%),
15 (57,69%) e cinco (22,72%) inibiram, respectivamente, S. aureus, B. subtilis e C.
albicans. No presente trabalho, cinco (12,5%), cinco (12,5%) e trés (7,5%) isolados
fungicos inibiram os mesmos micro-organismos citados. Em relacdo ao B. subtilis,
estes mesmos autores encontraram halos de inibicdo variando entre 9 - 22 mm para
S. aureus e C. albicans os maiores halos de inibicdo observados foram de 15 mm e
17,3 mm, respectivamente. Esses resultados foram inferiores aos apresentados pelo
isolado F-61, o qual apresentou halos de inibicdo de 35 mm para S. aureus e de 26

mm para C. albicans.

Siqueira e colaboradores (2011) realizaram um ensaio antimicrobiano com
blocos de gelose confeccionados a partir de fungos endofiticos isolados das folhas
de Lippia sidoides (alecrim-pimenta). Dos 203 isolados, 7,88 % (16) apresentaram
atividade contra, pelo menos, um patdgeno (bactéria Gram-positiva, Gram-negativa
e fungo), com halos de inibig&do variando de 12 a 30 mm. No presente estudo, dos 40
fungos endofiticos testados, 17,5% (7) inibiram, no minimo, um micro-organismo
teste. Os halos de inibicdo variaram entre >10 a 35 mm, incluindo uma bactéria

resistente a meticilina.

5.2.2. Ensaio Primario com as Actinobactérias

Os 13 isolados de actinobactérias foram submetidos ao ensaio priméario. Cada
isolado de actinobactéria foi semeado nos meios ISP-2 e ISP-4, sélidos, para
comparacao e escolha do melhor meio de cultivo para producdo do metabdlito

secundario.

Os micro-organismos testes foram: Escherichia coli (UFPEDA-224),
Staphylococcus  aureus  (UFPEDA-02), Bacillus subtilis (UFPEDA-86),
Mycobacterium smegmatis (UFPEDA-71), Candida albicans (UFPEDA-1007),
Fusarium oxysporum (UFPEDA-2455), Enterococcus faecalis (UFPEDA-138),
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Staphylococcus aureus MRSA (UFPEDA-663), K. pneumonae (UFPEDA-396) e P.
aeruginosa (UFPEDA-416).

Os resultados da Tabela 5.5 no meio ISP-2 e ISP-4 mostram que o isolado

Act-3 foi 0 mais resistente frente aos micro-organismos testes, uma vez que, s6 nao

inibiu o M. smegmatis, P. aeruginosa, C. albicans e E. coli .

isolados Act-6, Act-10, Act-7 e Act-5, foram 0os menos resistentes.

Observou-se que 0s

TABELA 5.5 — Média dos halos de inibicdo (mm) apresentados pelos isolados de actinobactérias,

frente aos micro-organismos testes, nos meios ISP-2 e ISP-4, no ensaio primario.

Linhagens Micro-organismos testes
2455 663 2 86 138 1007 71 224 396 416
Isp-2 - 22+0.94 21+0.48  23,4+0.23 20+0.0 - - - - -
Act-1  ISP-4 - 20+0.0 19+0.94  22,4+0.86 18+0.0 - - - - -
Isp-2  29,4+0.43 28,3+0.24 34,3+0.94 35,7+0.37 30,7+0.47 17,7+0.47 - = = -
Act-3  ISP-4  20,7+0.49 22,4+0.86 29,4+0.23 28+0.0 25,7+0.88 - = = = -
Isp-2 - 24,4+0.41 38,4+0.41 25,4+0.75 28,7+0.47 - - - -
Act-4  ISP-4 - 23,4+0.23 28,4+0.75 27,7+0.88 32,7+0.47 - 36+0.0 - - -
Isp-2 - - - 11+0.0 - - - - - -
Act-6  ISP-4 = = = 17+0.0 = = = = = -
Isp-2 - 23+0.0 - 12+0.81 - - - - - -
Act-7  ISP-4 - 17+0.0 - - 20+0.0 - - - - -
Isp-2 = 30,4£0.49 31,4+0.75 30,7+0.47 23,4+0.49 - = = = -
Act-8  ISP-4 = = 22,4+0.49 16%0.0 = = = = = -
Isp-2 - 29+0.0 33+0.81 33,4+0.56 28,4+0.56 - - - - -
Act-9 ISP-4 - 24+0.0 26,7+0.47 29+0.0 25,4£0.56 - - - - -
Isp-2 = = = = = = = = = -
Act-10 ISP-4 = 17+0.81 17+0.0 = 20+0.0 = = = = -
Isp-2 - 20+0.0 22+0.48  22%0.0 - - - - - -
Act-11  ISP-4 - - 18+0.0 20+0.0 - - - - - -
Isp-2 = 20%0.0 20+0.0 = 23,4£0.49 - = = = -
Act-12  ISP-4 = 15+0.0 14+0.48 - 22,4+0.49 - = = = -
Isp-2 - 22+0.0 20%0.0 24+0.94  22%0.48 - - - - -
Act-13  ISP-4 - 21+0.0 15+0.48 18+0.48 15%0.0 - - -

Legenda: 2455 (F. oxysporum); 663 (S. aureus MRSA); 02 (S. aureus); 86 (B. subtilis);

faecalis); 1007 (C. albicans); 71
aeruginosa); Act. (actinobactéria); - sem atividade.

(M. smegmatis); 224 (E. coli); 396 (K. pneumonae);

138 (E.
416 (P.

Dos treze isolados de actinobactérias testados no meio ISP-4, onze (84,61%)

apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo menos um micro-organismo
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teste. Apenas os isolados Act-2 e Act-5 ndo apresentaram atividade inibitéria para
nenhum micro-organismo teste. Pode-se observar que as bactérias gram-negativas,
E. coli (224), K. Pneumonae (396) e a P. aeruginosa (416) foram o0s micro-
organismos testes mais resistentes para todos os isolados de actinobactérias em
ambos 0s meios. A bactéria S. aureus foi o micro-organismo mais sensivel, sendo

inibido por nove (69,23%) dos isolados de actinobactérias no meio ISP-4.

O isolado Act-3 foi 0 que apresentou os melhores halos de inibicédo frente aos
micro-organismos testes, nos meios ISP-2 e ISP-4. A bactéria teste S. aureus

Multiresistente s6 apresentou resisténcia aos isolados: Act-2, Act-5 e Act-6.

Rahman (2011) testou linhagens isoladas do solo de Rajshahi em Bangladesh
e obteve resultados semelhantes aos descritos neste trabalho. Nenhuma
actinobactéria isolada inibiu a bactéria Gram negativa E. coli., contudo, mostraram
atividade contra a S. aureus. Houssam e colaboradores (2009) também néo
encontraram resultados satisfatérios ao testar estirpes endofiticas de Streptomyces
sp. contra E. coli.,, mostrando a sua resisténcia. Os autores observaram que 0S
micro-organismos testes: B. subtilis e S. aureus, também apresentaram resisténcia

em todos os testes realizados.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram a sensibilidade do B.
subtilis, com inibicdo de 75% e 62,5% dos isolados de actinobactérias cultivados nos
meios ISP-2 e ISP-4, respectivamente. A bactéria S. aureus, juntamente com o S.
aureus MRSA, também foram sensiveis, apresentando um percentual de inibicdo de

50% e 75% nos meios ISP-2 e ISP-4, respectivamente.

O fato de as bactérias Gram-positivas terem apresentado uma maior
sensibilidade aos metabdlitos secundarios produzidos, do que as bactérias Gram-
negativas e aos fungos, pode-se inferir que esta relacionado as diferencas
estruturais observadas em ambas as paredes celulares, sendo essas diferencas,
possiveis de alterar o desempenho do metabdlito secundario produzido pelo micro-
organismo (TORTORA, 2005). A parede celular das bactérias Gram-positivas €&
composta por 90% de peptidioglicanos, diferente das bactérias Gram-negativas que
possuem uma parece celular mais complexa, além de uma membrana externa que
nao é observada nas bactérias Gram-positivas. Todos esses fatores interferem na

resisténcia a antibiéticos, observadas nessas espécies (TRABULSI et al, 2008).
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Sonashia (2011), trabalhando com 30 isolados de actinobactérias endofiticas,
observou que 28 apresentaram atividade antimicrobiana para as bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e levedura, sendo esta, uma cepa de Candida albicans

multidroga resistente.

Ceylan e colaboradores (2008) realizaram um ensaio com bloco de gelose e
testaram 15 amostras de Streptomyces sp. do solo da Turquia frente a micro-
organismos testes, obtendo halos de inibicdo superiores a >30mm, quando testados
contra S. aureus. Nedialkova e colaboradores (2005) testaram linhagens de
actinobactérias isoladas da Antartida frente a micro-organismos testes e também
observaram forte resisténcia da bactéria Gram-negativa E. Coli, uma vez que esta so
foi inibida por apenas uma linhagem de actinobactéria, e sensibilidade do B. Subtilis,
que foi inibido por 60% das linhagens testadas. Os resultados obtidos por esses
autores foram semelhantes ao observado no presente trabalho. Thakur e
colaboradores (2007) testaram a atividade antibacteriana de 110 isolados de
Streptomyces do solo de areas florestais indianas e obtiveram uma percentual de
59,09% de amostras apresentando atividade antibacteriana, seguidos de 42,72% de
amostras com atividades antifingicas e 30% com atividade para ambos o0s

espectros.

5.3 Ensaio Secundéario da Atividade Antimicrobiana

5.3.1 Fermentacédo Liquida com os Fungos Endofiticos

Para essa etapa foi selecionado o fungo F-61, o qual apresentou o melhor
resultado durante o ensaio primario.
Os resultados da média dos halos de inibicdo obtidos pelo isolado Fungo F-61

contra 0s micro-organismos testes, na fermentagdo liquida, estdo mostrados na
Tabela 5.6.
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TABELA 5.6 - Média dos halos de inibicdo, em mm, obtidos pelo Fungo F-61 contra os micro-
organismos testes, na fermentacéo liquida.

Mic.
Testes 24h 48h 72h 96h 120h
MPE M1 MPE M1 MPE M1 MPE M1 MPE M1
B. subtilis
(86) 14+0.0 - 16,3+0.94 17+0.81 25+0.94 12+0.81 22,3+0.47 15%0.0 22,3+0.47 15,6+0.47
E. coli (224) = = 21+0.81 = 22+0.0 = 24,3+1.9 20+0.0 15+0.0 -
F.
oxysporum
(2455) 12,6+0.47 - 15,6+0.47 - 1040.0.
K.
pneumoniae
(396) 14+0.81 = 17,6+0.47 = 18+0.0. = 27,3+0.94 19,6+0.47 30+2.8 19,3+0.94
M.
smegmatis
(71) 14,3+0.47 - 16,7+0.94 - 13,6+0.47
P.
aeruginosa
(416) = = 17,6+0.47 = 21,6+£0.47 23,3+0.47 17+0.0 24,3+0.47 o 30+0.0
S. aureus
(02) 15+0.0 - 31,3+0.47 21+0.47 29,3+0.47 11+0.81 15,3+0.47
S. aureus
MRSA (663) 15+0.0 = 26,4+0.81 = 15+0.81 o S S o =

Os resultados expressos na Tabela 5.6 demonstram que o Fungo F-61,
crescido em meio MPE em fermentacdo liquida, produziu metabdlitos bioativos mais
eficientes em diferentes tempos de incubagdo para as bactérias, Staphylococcus
aureus (48 h), B. subtilis (72h), E. coli (96h), K. pneumonae (120h), mostrando,
provavelmente, que o isolado fungico F-61, crescido no mesmo meio de cultura
contendo 0os mesmos nutrientes, pode produzir mais de um metabdlito bioativo em
diferentes tempos e em presenca de diferentes tipos de bactérias patogénicas.
Entretanto, para Pseudomonas aeruginosa, observou-se que o Fungo F-61, em meio
M1, com 120 horas de incubacéo, apresentou melhor halo de inibicdo (30 mm) em
relacdo ao meio MPE, que apresentou o seu melhor halo de inibicAo com 72 horas
(21,7 mm).

Hamada e colaboradores (1974) citaram o meio MPE como forte indutor para
a producdo de uma maior quantidade de metabdlitos secundarios em relacdo a
outros meios. Essa circunstancia, provavelmente, esta relacionada ao fato de o MPE
possuir uma riqueza de proteinas, carboidratos e lipideos em sua composicéo, o
que, possivelmente, minimizariam esforgcos maiores dos micro-organismos para a
producdo de metabdlitos primarios, estimulando uma maior producdo de metabdlitos
secundarios, uma vez que suas vias metabdlitas se concentrariam na producdo

destes compostos.
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Foi realizada a fermentacdo liquida utilizando o meio CZapeck, porém, os
resultados foram insatisfatorios. Assim como foi observado por Tonial (2010),
utilizando o meio CZapeck com isolados da Aroeira-Vermelha, a eficiéncia de alguns
meios de fermentacdo em relacdo a outros varia, pois, a composicdo do meio pode
interferir diretamente nessa ocorréncia, visto que alguns meios ndo suprem as
necessidades metabdlicas do endofitico testado, proporcionando uma necessidade
de o micro-organismo degradar e utilizar seus metabolitos secundarios, que seriam

excretados no meio, como fonte de nutrientes para auxiliar no seu metabolismo.

Souza e colaboradores (2004), ao testarem o liquido metabdlico, obtido a
partir da fermentacdo em meio BD acrescido de 0,2% de extrato de levedura, de 79
linhagens de fungos endofiticos isolados das plantas Palicourea longiflora (aubl.) rich
(Rubiaceae) e Strychnos cogens bentham (Loganiaceae), obtiveram uma percentual
de 24,05% fungos que apresentaram atividades antagdnicas contra, pelo menos, um
micro-organismo teste utilizado. No presente estudo, 80% e 50% dos micro-
organismos testes foram inibidos pelos metabdlitos secundarios produzidos pelo
Fungo F-61 quando fermentado nos meios MPE e M1, respectivamente.

Observou-se que 84,61% dos metabdlitos bioativos que apresentaram halo de
inibicdo, tiveram seus melhores rendimentos com menos de cinco dias de
incubacdo. Tonial (2010) obteve resultados semelhantes com o0s extratos
produzidos, pois, 42,5% desses extratos apresentaram os melhores resultados

inibitérios com menos de cinco dias de incubagéo.

Os dois fungos (C. albicans e o F. oxysporum) testados foram inibidos pelo
Fungo F-61 durante o ensaio primario, contudo mostraram-se resistentes na
fermentacao liquida em todos os meios. De acordo com Owen e Hundley (2004) a
planta hospedeira pode interferir diretamente na producédo do metabdlito bioativo por
parte do endofitico. Depois de isolado, o endofitico pode cessar a producdo desse
principio imediatamente, ou apos determinado periodo de tempo. Dessa forma, uma
atividade anteriormente observada, pode ndo ser exibida em experimentos
subsequentes. Portanto, sdo necessarios experimentos que visem desvendar quais

fatores podem contribuir para a continuidade da sintese desses compostos in vitro.

Huang e colaboradores (2001) realizaram testes de atividade antifingica com
caldos fermentativos (meio liquido dextrose de batata) de 172 estirpes de fungos



76

endofiticos e obtiveram uma percentual de 52,3% de atividade antifiungica, com
halos de inibicao variando entre 7 e 46 mm, contra pelo menos um micro-organismo
testado. Resultados como esses indicam que os fungos endofiticos podem atuar

como uma nova fonte para a producdo de agentes antimicrobianos.

Fernandes e colaboradores (2009) testaram extratos brutos de fungos
endofiticos isolados de Coffea arabica L. (café) frente a bactérias Gram-negativas,
Gram-positivas e fungos, e observaram que todos os extratos inibiram, pelo menos,
um dos micro-organismos testes. O extrato bruto de Alternaria alternata apresentou
0s maiores halos de inibicdo: C. albicans (16 mm) e S. aureus (27 mm). No presente
trabalho, a fermentacdo liquida do Fungo F-61 com 48 horas de incubacéo,

proporcionou um halo de inibicdo de 31,3 mm para S. aureus.

A andlise da Figura 5.3 permite observar que no meio MPE a maior producao
de biomassa pelo Fungo F-61 acontece com 72 horas de incubacéo, ou seja, a partir
desse periodo € cessada essa producao e ocorre um decréscimo dessa biomassa.
O periodo anterior as 72 horas é destinado a producdo de metabdlitos secundarios
(fase exponencial), a medida que se aproxima da fase estacionaria (periodo em que
ocorre um esgotamento de nutrientes essenciais, cessando 0 crescimento
exponencial e sendo observado um declinio na concentracdo de células viaveis) sao
produzidos os metabdlitos secundarios. De acordo com a Figura 5.6 os melhores
tempos de producédo do principio ativo acontecem justamente no periodo entre 48 —
72 horas de incubacéo. Entretanto, alguns metabdlitos secundérios continuam sendo
produzidos apos 72 horas. O que sugere que diferentes principios ativos séo

produzidos.

by

As variacbes observadas quanto a producdo dos principios bioativos
evidenciam que cada micro-organismo endofitico pode atuar de forma melhor em
diferentes meios de cultivo e tempos de incubacado. Siqueira e colaboradores (2011),
ao realizarem fermentacdo com fungos endofiticos no meio extrato de malte liquido
(ME), observaram que o melhor tempo de producdo do metabdlito secundéario do
fungo endofitico isolado da planta medicinal Lippia sidoides Cham. Variou entre 72-
96 horas.

Pinto (2003) relatou em seus estudos que o declinio na atividade

antimicrobiana dos metabdlitos bioativos presentes no liquido da fermentacdo, a
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medida que passa o tempo, é resultado direto da agédo do proprio micro-organismo,
que degrada o composto formado. Okafor (2007) propde que s6 apoOs a fase de
crescimento celular exponencial, € que ocorre a producdo dos metabdlitos
secundarios. Sendo assim, o tempo de producdo dos metabdlitos secundarios com

capacidade de inibir micro-organismos patogénicos varia de acordo com a espécie.

O pH do liguido metabdlico do Fungo F-61 nos trés meios de incubagédo se
mantiveram praticamente constantes ao longo das 120 horas. No meio MPE foi
observado que prevaleceu um pH muito proximo do neutro, 0 que sugere que este é
0 pH 6timo de atuacéo do Fungo F-61 no meio MPE para a producédo de metabdlitos
secundarios. Nos meios M1 e CZapeck o pH continuou neutro durante todo o
periodo de incubacdo. Contudo, em meios e em pHs diferentes outros fungos
endofiticos podem produzir metabdlitos bioativos, como foi observado por Siqueira e
colaboradores (2011) ao encontrarem um pH 5 6timo de atuacdo de fungos

endofiticos com atividade para S. aureus, B. subtilis e K. pneumoniae.

Os resultados obtidos nessa etapa evidenciam que os metabdlitos excretados
no meio apresentam uma atividade antimicrobiana que possuem relacéo direta com
o tempo total de incubagéo, uma vez que 0s micro-organismos testes foram inibidos

em tempos de incubacéao diferentes.
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FIGURA 5.3 — Variagdo do pH e da biomassa x tempo, do Fungo F-61 em fermentacao liquida no
meio MPE.
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FIGURA 5.4 — Variacdo do pH e da biomassa x tempo, do Fungo F-61 em fermentacéo liquida no
meio M1.
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FIGURA 5.5 — Variacdo do pH e da biomassa x tempo, do Fungo F-61 em fermentacao liquida no
meio CZpeck.

5.3.2 Fermentacéo Liquida com o Isolado de Actinobactéria Act-3

Na Tabela 5.7 encontram-se os resultados da média dos halos de inibicao
obtidos a partir da fermentacao liquida da actinobactéria Act-3 nos diferentes meio

de cultura.
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TABELA 5.7 — Resultado das médias dos halos de inibicdo, em mm, obtidos pela actinobactéria Act-3
contra 0s micro-organismos testes, em fermentacao liquida.

Micro-organismos testes

Tempo Meios Bs. Ec. Fo. Kp. Ms. Pa. Sa SaM. Ef. Ca.
M1 - - - - 20%0.0 - 12+0.81 - - 13+0.0
MPE 10+0.0 - 15+0.0 - 25+0.81 - - - - 15+0.81
24h ISP-2  20+0.0 - 15+0.81 - 25,3+0.47 - 18+0.94 15+0.94 12+0.81 18+0.0
M1 15,3+0.47 - 10+0.81 - 30£0.0 - 13+0.0 10+0.0 16+0.94 25+0.81
MPE 12+0.0 - 20%0.0 - 40+0.0 - 10+0.81 18+0.47 15+0.81 20+0.0
48h ISP-2  24+0.0 © 23+0.81 = 40+0.0 = 28+0.47 20+0.0 21+0.81 28+0.0.
M1 18+0.0 - 13+0.0 - 26+0.94 - 15+0.0 10+0.0 17+0.94 13+0.81
MPE 18,3+0.81 - 14+0.0 - 30,3+0.47 - 18+0.0. 15+0.81 20+0.0 10+0.81
72h ISP-2  22+0.0 - 20+0.81 - 3240.81 - 23+0.81 17+0.0 19+0.81 2240.47
M1 20+0.81 ® 11+0.81 = 25+0.47 = 20+0.81 10+0.0 20+0.0
MPE 20+0.81 ® 14+0.0 = 30+0.47 = 15+0.81 16+0.0 20+0.81
96h ISP-2  20£0.0 - 15+0.0 - 3040.81 - 14+0.47 12+0.94 20+0.0 20£0.47
M1 18+0.81 - - - 2610.81 - 14+0.0 12+0.0 15+0.81
MPE  20+0.0 - - - 30£0.0 - 15+0.0 15+0.81 20+0.81
120h ISP-2  20+0.0 - 14+0.0 - 3040.81 - 14+0.0 11+0.0 20+0.47 18+0.0

Legenda: - MPE;— M1;ISP-2; Legenda: Fo. (F. oxysporum); SaM. (S. aureus MRSA); Sa. (S. aureus);
Bs. (B. subtilis); Ef. (E. faecalis); Ca. (C. albicans); Ms. (M. smegmatis); Ec. (E. coli); Kp. (K.
pneumonae); Pa. (P. aeruginosa); - Sem atividade.

Dos trés meios utilizados na fermentacdo do actinobactéria Act-3, o ISP-2 foi
0 que apresentou os melhores resultados, uma vez que foram observados halos de
inibicdo maiores que 20 mm contra sete (70%) micro-organismos testes. O melhor
tempo de producdo do principio bioativo foi de 48 horas para todos os micro-
organismos que se mostraram sensiveis. A E. coli (224), P. aeruginosa (416) e K.
pneumonae (396) apresentaram resisténcia em todos os meios e durante as 120
horas em que ocorreu a fermentagcdo. O micro-organismo M. smegmatis (71) foi o
mais sensivel em todos os meios testados, pois foi inibido com halos de inibicdo

superiores a 30 mm.
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Assim como ocorreu no teste com blocos de gelose, ndo foi observada
inibicdo de micro-organismos Gram-negativos. Resultados semelhantes a esse, foi
encontrado por Thakur e colaboradores (2007) ao testarem a atividade
antimicrobiana de actinobactérias do género Streptomyces, oriundas da rizosfera de
florestas indianas, e observarem a resisténcia das bactérias Gram-negativas
testadas. Entretanto, os testes realizados com bactérias Gram-positivas
demonstraram uma maior sensibilidade dessas diante dos metabdlitos produzidos

pelas actinobactérias endofiticas.

Ellaiah e colaboradores (2002) realizaram uma fermentacdo submersa com
16 isolados de actinobactérias encontradas em sedimentos do Rio Krishna de
Andhra Pradesh, e testaram suas respectivas atividades antimicrobianas, obtendo
uma percentual de 40% de atividade antibacteriana, 30% antifUngica e 16,6%
inibiram fungos e bactérias. No presente trabalho observou-se que a actinobactéria
Act-3 apresentou resultados satisfatorios, visto que inibiu 75% das bactérias testes e
100% dos fungos.

Cunha e colaboradores (2009) ao testarem a fermentacdo de uma bactéria
endofitica nos meios ISP-2, MPE e M1, observaram que o meio ISP-2 favoreceu
uma melhor producdo de metabdlitos bioativos frente ao B. Subtilis, com halos de
inibicdo superiores a 20 mm. Contudo, os meios MPE e M1 estimularam, de forma
menos eficiente, a producdo desses metabdlitos. Porém, no presente trabalho o B.
Subtilis foi inibido nos trés meios de fermentacao e em diferentes periodos chegando
a apresentar halos de inibicdo de até 20 mm. Entretanto, como foi observado na
Tabela 5.7., o meio ISP-2 foi 0 meio mais eficiente nos testes antimicrobianos em
geral. Logo, é importante salientar que a composi¢cdo do meio, assim como a
guantidade da fonte de carbono presente em cada um deles, exibe uma relacdo
direta com a producdo do metabdlito, uma vez que pode atuar na repressdo de
enzimas biossintéticas (SANCHEZ e DEMAIN, 2002). E a partir desse principio que
sao realizados estudos que visam obter a otimizacdo do meio de cultivo fermentativo
através de alteracbes nas concentracdes dos ingredientes e seus respectivos
nutrientes. Abd-allah e El-mehalawy (2002) afirmam que o metabolismo celular do
actinomiceto em condi¢cdes excessivas de nutrientes estimula a producdo de massa
celular, ao invés de metabdlitos secundarios, e, quando acontece uma deplecdo de

nutrientes essenciais, ocorre um deslocamento do ciclo celular para a fase
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estacionaria, sendo esse o periodo em que os metabdlitos primarios comegcam a ser
utilizados na producdo dos metabdlitos secundarios.

Na Figura 5.8 observa-se que ocorre um aumento da biomassa da
actinobactéria Act-3 no meio ISP-2 durante as primeiras 48 horas (fase exponencial),
apos esse periodo a biomassa se mantém constante até 72 horas (fase
estacionaria) o que indica que cessou o crescimento do micro-organismo e deu
inicio a uma maior producdo de metabdlitos secundarios bioativos, e foi nesse
periodo que a actinobactéria Act-3 inibiu de forma mais eficiente os micro-
organismos testes. Porém, a producédo inicial de compostos antimicrobianos em
todos 0s meios ocorre, para alguns micro-organismos testes, jA com 24 horas de
incubacédo. Entretanto, nos meios utilizados, alguns metabdlitos bioativos continuram
sendo produzidos até 120 horas de fermentacdo. Reddy e colaboradores (2011)
encontraram o inicio da producdo de metabdlitos antimicrobianos a partir da
fementacdo de Streptomyces rochei, com 48 horas de incubacéo, um crescimento
micelial com 72 horas e foram atingidos os niveis 6timos de atividade ap6s120 horas
de incubacéo.

Em relacdo ao pH, é possivel observar que ndo houve uma variagdo
significativa nos diferentes tempos de fermentagcdo, onde em ambos 0s meios esses
pHs oscilaram entre levemente &cido, neutro e levemente alcalino (Figura 5.6, Figura
5.7 e Figura 5.8). O meio ISP-2 manteve o seu pH neutro estavel (7,0) durante toda
a fermentacédo, sendo, portanto, 7,0 o pH 6timo de atuacdo da actinobactéria Act-3,
contudo, no meio MPE, os micro-organismos testes foram inibidos de forma mais
eficiente com maiores halos de inibicdo durante 48-72 horas de incubacdo, com
alteracdo do pH, ou seja, provavelmente sdo produzidos metabdlitos bioativos
distintos que atuam de forma melhor em diferentes pHs. Visto que, alteracdes do pH
afetam diversos processos celulares, tais como a regulacdo e a biossintese de
metabdlitos secundarios (SOLE et al., 1997). Reddy e colaboradores (2011) também
observaram uma influéncia significativa do pH do meio liquido ao fermentar
Streptomyces rochei visando a produgéo de metabdlitos bioativos. No seu estudo foi
obtido um pH 6timo variando entre 7,5 e 8,0, o qual estimulou a producdo de

metabolitos bioativos e o crescimento do micélio no meio.
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5.4 Identificagdo dos Micro-organismos Testes

5.4.1 Identificacdo dos Fungos Endofiticos

As quatro linhagens de fungos endofiticos que apresentaram os melhores
resultados iniciais nos testes realizados foram identificados no Departamento de
Micologia da UFPE por microscopia Optica em nivel de subespécie e por
caracterizagdo macromorfologica, e estes estédo citados na Tabela 5.8.

TABELA 5.8 — Identificac&do das Linhagens de fungos endofiticos isoladas da folha da Aroeira-
Vermelha, com seus respectivos géneros e caracteristicas macroscopicas.

Micélio

Isolado Género Micélio aéreo Vegetativo Pigmento Meio de cultivo

F-10 Penicillium verde/esporulado castanho ausente Sabouraud
brevicompactum
Dierckx

F-100 Aspergillus marrom/esporulado  preto ausente Sabouraud
japonicus Saito

F-105 Penicillium verde castanho presente Sabouraud
oxalicum Currie escuro/esporulado
e Thom

F-61 Mycelium stereo  marrom/algodonoso  creme presente Sabouraud

Estudos realizados com o fungo Penicillium brevicompactum constataram a
producdo de trés toxinas que estdo presentes em seus esporos e Sao responsaveis
por provocarem respostas téxicas especificas apresentando toxocinéticas diferentes.
Além disso, essas toxinas promovem a inducdo de respostas inflamatérias
significativas em células pulmonares de ratos, assim como uma citotoxidade
induzida pela toxina A brevianamide através do aumento na concentracdo de LDH e
LBA. Isso tudo pode explicar alguns dos efeitos internos decorrentes da associacéo
com exposi¢coes de esporos de Penicilium em ambientes internos (RAND et al,
2005). Também foram identificados quatro novos compostos ((+)-breviones B, C, D,

e E), com atividade antimicrobiana e potenciais agentes alelopaticos, a partir de
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extratos fermentativos produzidos pelo Penicillium brevicompactum Dierckx
(MACIAS et al, 2000). Varios compostos apresentando atividade de interesse
biolégico ja foram isolados de Penicillium brevicompactum, entre eles: &cido
micofendlico (BARTMAN et al, 1981), fendis (ANDERSEN et al, 1991), N —(2-metil-3-
oxodecanoil) pirrol e N- (2-metil-3-oxodec-8-enoil) pirrol, sendo este ultimo
responsavel por apresentar atividade inseticida (CANTIN et al, 1998). Bollen e
colaboradores (1971) isolaram Penicilium brevicompactum a partir de peciolos
senescentes de ciclamen e constataram uma resisténcia desse micro-organismo
frente aos antifngicos Benomil, Metil-tiofanato, Tiabendazol e Furidazol.

Aspergillus japonicus Saito, que € um fungo comumente encontrado em solos,
também ja foi notado como endofitico presente na superficie de algumas sementes
de colheitas de cereais. A partir desse micro-organismo foi isolado o acido
secalénico F (SAF), que estimulou o crescimento de plantulas de Zea mays L.
(milho) (ZENG et al, 2004) e a enzima hidrolitica 8-galactosidase (DECKER et al,
2000). Vinokurova e colaboradores (2007) e Facchini e colaboradores (2011), ambos
trabalhando com o fungo Aspergillus japonicus Saito, observaram a producdo do
acido a-ciclopiazénico e de enzimas fibroliticas, respectivamente. Essas enzimas
fibroliticas, quando otimizadas em meios contendo residuos agroindustriais com
peptona e extrato de levedura, induzem a formacéo de xilanase e de outras enzimas
gue apresentam um importante potencial de aplicacdo na alimentacéo animal.

O fungo Penicillium oxalicum Currie e Thom, por sua vez, também foi isolado
como endofitico presente em tecidos de Coffea
arabica, C. congensis, C. dewevrei e C. liberica (café) coletados na Colémbia, Havai
e em um viveiro de plantas locais, em Maryland (VEGA et al, 2005). lkotun e
colaboradores (1984) observaram a producéo de diversos compostos por Penicillium
oxalicum Currie e Thom: exo-poligalacturonase, endo-poligalacturonase, liase de
pectato, celulase Cy, celobiase, B-glucosidase, xilanase, galactanase e arabinanase
em cultura e em tecidos infectados de inhame, onde alguns desses atuaram
degradando a celulose em glicose e celobiose, assim como a hemicelulose em
xilose, galactose e arabinose.

Estes resultados corroboram com os obtidos no presente trabalho, onde
foram observados que estes mesmos micro-organismos isolados apresentaram
metabolismo ativo produzindo substancias com atividades de interesse

biotecnoldgico.
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Geralmente os fungos endofiticos isolados que ndo esporulam sé&o
denominados de “micélios sterilia, Micelium stereo ou micélio estéril” e sao
agrupados em morfoespécies com base nas semelhancas observadas nas
caracteristicas culturais, tais como: producdo de pigmentacédo e exsudatos, formas
da margem, taxa de crescimento e aspecto da superficie do micélio (LACAP et al,
2003). Contudo, existem divergéncias em relacdo a essa forma de agrupamento dos
micélios sterilia em morfoespécies (ARNOLD et al, 2000), visto que essa relagcédo
pode ndo refletir a real filogenia da espécie pois as morfoespécies nao sao
consideradas entidades taxonOmicas reais. Portanto, sdo necessarias técnicas
alternativas para elucidar esse problema e identificar esses fungos em nivel de
familia ou género, assim como auxiliar na validacdo do conceito de morfoespécie
(GUO et al, 2003). As técnicas moleculares sdo usualmente utilizadas com sucesso
para a identificacao filogenética dos fungos endofiticos que apresentam este tipo de
micélio (GUO et al, 2000). A linhagem M. stereo F-61 foi encaminhada para o

Departamento de Micologia da UFPE onde seré realizada identificacdo molecular.

E freqiilente o isolamento de fungos endofiticos que apresentam o micélio
estéril sem producdo de esporos. Guo e colaboradores (2003) isolaram de Pinus
tabulaeformis 18 fungos do tipo Micelium stereo que foram agrupados em
morfoespécies e posteriormente identificados a nivel molecular. Lacap e
colaboradores (2003), enquanto estudavam as folhas de Magnolia liliifera, isolaram
grande quantidade de fungos endofiticos com micélios estéreis, os quais foram

agrupados em até 31 morfoespéceis.

Schulz e colaboradores (2002) isolaram de Nerium oleander (loendro) um
total de 42 cepas de fungos endofiticos, das quais 21 (50%) apresentaram falta de
estruturas de esporulacdo e foram agrupadas como Micélios sterilia spp.. Estes
fungos colonizaram as folhas e caules da planta em questdo e apresentaram
producdo de metabdlitos secundarios. Huang e colaboradores (2009) obtiveram um
percentual de 14,5% (4) de fungos Mycelia sterilia isolados de plantas medicinais
chinesas. No presente trabalho, das quatro espécies identificadas, 25% (1)
apresentaram micélio estéril. Promputtha e colaboradores (2005) encontraram
fungos endofiticos Mycelia sterilia a partir de amostras de peciolos, nervuras, folhas,

ramos e galhos de arvores de Magnolia liliifera.



86

5.4.2 |dentificacdo das Actinobactérias

5.4.2.1 Caracterizacdo Macroscopica e Taxonémica

As 13 actinobactérias isoladas passaram por uma observacdo macroscopica
e as caracteristicas de seus respectivos micélios aéreos, bem como a producéo de
pigmentos, foram registradas. Foi utilizada a técnica taxonoémica classica, que
permitiu identificar as actinobactérias em nivel de género a partir da observacao da
grande variedade morfolégica existente nas diferentes estruturas, tais como:
formacéo de micélios aéreos e ramificagdo do micélio sobre o substrato, como no
caso das Streptomyces spp., que apresentam micélio ramificado e em forma de
espiral (RAJU et al, 2010), arranjos em forma de cocobacilo (Arthrobacter), hifas
fragmentadas em varias células baciliformes e cocdides (Nocardia spp.) (VENTURA
et al, 2007), fragmentacdo do micélio e producdo de esporos. Nas espécies
produtoras de esporos também sdo observados o tipo e 0 niumero de esporos, assim
como 0 seu arranjo, podendo o0s esporos ser unicos (Micromonospora e
Thermomonospora), em pares longitudinais (Microbispora), localizados no interior de
um esporangio (Actinoplanes e Streptosporangio) e em cadeias de esporos
(Nocardia e Streptomyces) (BULL, 2004).

A coloracdo mais predominante entre as linhagens isoladas foi o branco e
suas derivacdes com 53,84% dos isolados (7), seguidos de cinza e derivacbes com
23% (3) e creme e derivagdes, amarelo e azul, com 7,69% (1) cada (Tabela 5.7).

O género Actinomadura pode apresentar actinobactérias com micélios aéreos
formando varias coloracbes como marrom, azul, creme, cinza, rosa, vermelho,
verde, amarelo ou branco. A auséncia do micélio pode implicar em colénias com
consisténcia cartilaginosa (TRUJILLO et al, 1997; BOIROM et al, 1993).

Apés a determinacdo das caracteristicas macroscépicas de cada linhagem,
estas foram investigadas taxonomicamente em microscopio optico e identificadas
em nivel de género a partir da observagdo de suas cadeias de esporos. Os dois
géneros identificados entre as linhagens foram: Streptomyces (Figura 5.9-A.),
normalmente muito assemelhado as bactérias devido a sua morfologia filamentosa.
Contudo, distingue-se destas pelo diametro reduzido de seu filamento vegetativo.

Apresentam micélios com cadeias de esporéforos curtos e espiralados ou cadeias
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longas com esporos maduros, além de cadeias com micélio aéreo vegetativo
ramificado e bem desenvolvido, ndo fragmentados (YASHCHUK e MIYAZAKI, 2007).
Também possuem semelhancas com fungos filamentosos podendo crescer como
hifas ramificadas formando um micélio vegetativo que se dispersa através de
esporos (HOPWOOD, 2009), e Actinomadura (Figura 5.9-B), que apresenta cadeia
de micélio com variadas formas, tais como: linear, em forma de gancho (ligeiramente
curvadas) ou espiral. Quando espiral, se assemelham as Streptomyces, podendo ser
confundidas. A diferenca estd no tamanho de seus esporos, pois as cepas de
Streptomyces possuem esporos e hifas com tamanho semelhantes, ao contrario das
cepas de Actinomaduras, que apresentam cadeias de esporos maiores que suas
hifas em até 15 vezes. A andlise macroscopica desse género permite observar um
micélio vegetativo comum, abundante e sem fragmentac¢des (TRUJILLO et al, 1997,
BOIROM et al, 1993).

Figura 5.9 — Cadeias de esporos das actinobactérias dos géneros: Streptomyces sp. (cadeias de

esporoéforos curtos e espiralados) (A) e Actinomadura sp. (cadeias retas e pequenas de esporos,

sedimentadas e ligeiramente curvadas) (B).

O género mais predominantemente encontrado foi o Streptomyces, com
76,92% dos isolados (10), seguidos do género Actinomadura, com 23,07% (3)
(Tabela 5.9).

Nonoh e colaboradores (2010) também isolaram uma grande variedade de
Streptomyces produtoras de pigmentos, presentes no solo de parques florestais no
Quénia. Assim como no presente trabalho, foram observados micélios com
crescimento filamentoso formando uma rede ramificada com conidiéforos, que sao
caracteristicas pertinentes aos Streptomycetos (WATVE et al, 2001).
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A Tabela 5.9 representa as identificagBes taxonbémicas e macroscopicas de

TABELA 5.9 — Linhagens de actinobactérias isoladas, com seus respectivos géneros e
caracteristicas macroscopicas.

Isolado Género Micélio aéreo \'\;Ié(;iltigtivo Pigmento Meio de cultivo
Act. 1 Streptomyces sp.  creme/amarelo amarelo/laranja presente ISP-2

Act. 2 Streptomyces sp.  amarelo amarelo presente ISP-2

Act. 3 Streptomyces sp.  branco branco presente ISP-2

Act. 4 Actinomadura sp.  branco branco presente ISP-2

Act. 5 Streptomyces sp.  branco/amarelo incolor ausente ISP-2

Act. 6 Actinomadura sp.  branco/cinza castanho ausente ISP-2

Act. 7 Streptomyces sp.  cinza/azul marrom ausente ISP-2

Act. 8 Streptomyces sp.  branco amarelo presente ISP-2

Act. 9 Streptomyces sp.  branco amarelo presente ISP-2

Act.10 Streptomyces sp.  cinza marrom ausente ISP-2

Act.11 Streptomyces sp.  azul castanho ausente ISP-2

Act.12  Actinomadura sp.  branco/amarelo amarelo presente ISP-2

Act.13 Streptomyces sp.  cinza castanho presente ISP-2

Legenda: Act.: actinobactéria.

Também foi observado que 61,53% das actinobactérias (8) produziram
pigmentacdo no meio ISP-2, e 38,46% (5) ndo produziram. As coloracbes dos
pigmentos variaram entre amarelo e marrom. Observa-se na Tabela 5.7 que a
predominéancia da cor do micélio aéreo foi branco e derivados (sete actinobactérias -
53,84%) e cinza (trés actinobactérias - 23,07%); Do micélio vegetativo foi amarelo e
derivados (5 actinobactérias — 38,46%) seguidos de branco, marrom e castanho,

ambos com 15,38%.

Actinobactérias do género Streptomyces sdo conhecidas por produzir uma
grande variedade de pigmentos responsaveis por mudar a coloracdo dos micélios
aéreos assim como do substrato (ANDERSON E WELLINGTON, 2001).

Os resultados do presente trabalho sdo semelhantes, quanto a variedade das
coloracdes dos micélios, com os de Ceylan e colaboradores (2008) que, trabalhando
com a rizosfera de plantas da provincia de Mugla, também isolaram actinobactérias
produtoras de pigmentos solGveis no substrato encontrando as seguintes cores:

marrom-amarelo, violeta e amarelo. A coloracdo predominante do micélio aéreo foi a
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branca (73,3%), seguidas de cinzento (20%) e violeta (6,6%). A cor dos micélios
vegetativos variou entre marrom-amarelo (93,3%) e violeta (6,6%).

5.4.2.2 ldentificacdo Molecular

Apo6s o processo de extracdo do DNA da actinobactéria Act-3, foi realizada a
amplificacdo do gene DNA 16S através de uma reacédo de PCR. Apos a confirmacéo

da amplificacéo, foi realizado um sequenciamento da amostra.

A andlise da sequéncia do cédigo genético de Streptomyces sp. Act-3. Gerou
um fragmento de 1500 pb que apresentou 96% de identidade com S. kunmingensis
(NBRC 14463).

Actinobactérias pertencentes a espécie S. kunmingensis ja foram citadas
como endofiticos colonizadores de tecidos vegetais. Li e colaboradores (2012)
isolaram de raizes de Artemisia annua L., coletadas na provincia de Yunnan,
sudoeste da China, trés estirpes de actinobactérias filamentosas que foram
agrupadas, a partir de analises moleculares, como Streptomyces kunmingensis
NBRC 14.463 (T), com 98,5-98,6% de similaridade. Essas cepas apresentaram
micélio substrato extensivamente ramificado, com hifas aéreas abundantes que se
diferenciam em esporos. Essas caracteristicas estdo de acordo com as observadas

na S. kunmingensis Act-3 isolada da Aroeira-Vermelha, no presente estudo.

Alguns autores citaram o Streptomyces kunmigensis como uma actinobactéria
endofitica detentora de atividade antimicrobiana. Slack e colaboradores (2008)
comprovaram essa atividade ao testar S. kunmigensis, isolada de Palicorrea
longifolia, frente a micro-organismos patogénicos. De acordo com seu estudo, essa
linhagem se mostrou como potencial produtora de substancias bioativas ao inibir,
juntamente com outras espécies de actinobactérias endofiticas, pelo menos, 90% do
crescimento de seis patdgenos testados. No presente estudo, a S. kunmigensis Act-

3 demostrou atividade frente a 60% dos micro-organismos testes.

Duangmal e colaboradores (2004), em pesquisas realizadas com as plantas
Rhinacanthus nasutus (Linn.) Kurz e Gynura pseudo-chian DC. var. hispida THV,

isolaram actinobactérias endofiticas, das quais uma linhagem apresentou 97% de
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similaridade com Streptomyces kunmingensis NBRC 14463. Testes antimicrobianos
realizados com 54 cepas, novamente determinaram o0 potencial antimicrobiano
apresentado por essa classe de micro-organismos, uma vez que foi observada que
58% das cepas foram ativas contra, pelo menos, um micro-organismo teste. Em
comparagdo com os resultados obtidos no ensaio primario com os isolados da
Aroeira-Vermelha, no presente trabalho, foi observado que 84,61% das
actinobactérias endofiticas apresentaram atividade frente a, pelo menos, um micro-

organismo teste.

Esses resultados reafirmam a presenca de actinobactérias em plantas
hospedeiras, incluindo a S. kunmigensis Act-3, com producdo de metabdlitos

bioativos com vasto potencial antimicrobiano.

5.5. Extracdo do Principio Ativo

5.5.1. Biomassa e Liquido Metabdlico (Mycelium stereo F-61)

A partir da analise dos resultados obtidos na fermentacéo liquida, a linhagem
endofitica Mycelium stereo F-61 foi fermentada no meio MPE em pH 7,0, sob
agitacdo de 180 rpm por 48 horas. Em seguida foi realizada a extracao utilizando
solventes misciveis (acetona, etanol e metanol) e ndo misciveis (acetato de etila,
cloroférmio e éter de petréleo) em agua, em diferentes pHs, e os extratos foram
testados contra micro-organismos patogénicos. Os resultados estdo expressos na
Tabela 5.10.
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Tabela 5.10 - Resultados dos halos de inibicdo, em mm, dos extratos brutos do isolado Mycelium

stereo F-61, obtidos a partir da extragdo com diferentes solventes e pHs, contra micro-organismos

patogénicos.

Solventes Sa. Ec. SaM.
BIOMASSA - ACETONA PH 2 15 15 15 10 10 10 0 0 0
BIOMASSA - ACETONA PH 7 7 6 8 7 0 0 0
BIOMASSA - ACETONA PH 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CONTROLE - ACETONA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BIOMASSA - ETANOL PH 2 13 13 12 8 8 9 10 9 9
BIOMASSA - ETANOL PH 7 0 0 0 10 10 11
BIOMASSA - ETANOL PH 9 0 0 0 0
CONTROLE - ETANOL 0 0 0 0
BIOMASSA - METANOL PH 2 14 15 15 12 12 12 13 12 13
BIOMASSA - METANOL PH 7 15 15 15 12 13 12 14 13 14
BIOMASSA - METANOL PH 9 0
CONTROLE - METANOL 0
LME - ACETATO DE ETILA PH2 12 13 12 12 11 12 10 11 10
EXT - ACETATO DE ETILA PH2 13 14 15 15 15 15 18 17 18
LME - ACETATO DE ETILA PH7 16 14 15 0 0 0 0 0 0
EXT - ACETATO DE ETILA PH7 13 13 13 12 12 13 12 11 12
LME - ACETATO DE ETILA PH9 20 20 21 11 11 11 20 19 18
EXT - ACETATO DE ETILA PH9 10 10 10 12 13 12 0
CONTROLE - ACETATO DE ETILA 0 0 0 0 0 0 0
LME - CLOROFORMIO PH2 20 19 18 19 17 18 22 24 23
EXT - CLOROFORMIO PH2 10 10 11 0 0 0 0 0 0
LME - CLOROFORMIO PH7 28 29 27 22 21 21 21 22 23
EXT - CLOROFORMIO PH7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LME - CLOROFORMIO PH9 28 27 28 20 20 18 24 25 26
EXT - CLOROFORMIO PH9 0
CONTROLE - CLOROFORMIO 0
LME - ETER DE PETROLEO PH2 28 29 29 23 24 23 20 19 21
EXT - ETER DE PETROLEQ PH2 0 0 0 0
LME -ETER DE PETROLEO PH7 12 13 13 0
EXT - ETER DE PETROLEQ PH7 20 20 20 23 22 23 23 23 23
LME - ETER DE PETROLEO PH9 21 20 19 8 9 8 13 12 13
EXT - ETER DE PETROLEO PH9 0 0 16 17 16 14 15 14
CONTROLE - ETER DE PETROLEO 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Legenda: LME: Liquido Metabdlico Esgotado; EXT: Extrato Bruto; Sa.: S. aureus; Ec.: E. coli; SaM.:

S. aureus multirrestente.



92

Os dados expressos na Tabela 5.10 evidenciam que o éter de petroleo
atuando em pH 7,0 foi o que melhor extraiu o principio bioativo do liquido metabdlico
produzido pelo Mycelium stereo F-61, uma vez que inibiu os trés micro-organismos
patogénicos (S. aureus, E. coli e S. aureus MRSA) com halos superiores a 20 mm.
Vale observar que ndo extraiu por completo todo o antibidtico, pois foram
evidenciados halos de inibicdo em seu liquido metabdlico esgotado, quando testado
contra S. aureus. Nos pHs 2,0 e 9,0, o éter de petrdleo néo foi eficiente na extracao.
Os outros solventes misciveis em agua utilizados extrairam o principio ativo em
alguns pHs, de forma ndo satisfatoria. Em relacdo aos solventes utilizados para a
extracdo na biomassa, todos conseguiram extrair o principio, atuando em pH 2,0.
Contudo, os melhores halos de inibicdo foram obtidos quando a extracdo foi

realizada em metanol no pH 7,0.

Maria e colaboradores (2005) determinaram a atividade antimicrobiana de
extratos brutos de acetato de etila a partir de fungos endofiticos isolados de
manguezais da costa sudoeste da India e cultivados no meio SSF, frente as
bactérias Gram-positivas (S. aureus e Enterococcus sp.), bactérias Gram-negativas
(P. aeruginosa e Salmonella typhi) e ao fungo (C. albicans). Dos nove fungos
endofiticos testados, oito (88,88%) inibiram pelo menos uma bactéria Gram-positiva,
cinco (55,55%) apresentaram atividade frente a, pelo menos, uma bactéria Gram-
negativa e dois (22,22%) inibiram o fungo, sendo os maiores halos de inibicdo de
15,2 mm para P. aeruginosa, 11,3 mm para S. aureus e 12,3 mm para C. albicans.
Esses resultados séo inferiores aos obtidos no presente estudo quanto a extracao
realizada com éter de petrdleo. Os maiores halos de inibicdo observados foram de
20 mm, 23 mm e 20 mm para: S. aureus, E. coli e S. aureus MRSA,
respectivamente. Estes mesmos autores, utilizando o meio FSm, testaram o extrato
bruto de acetato de etila de quatro fungos endofiticos frente a E. coli e obtiveram um
percentual de inibicdo de, apenas, 25% (um endofitico), sendo o halo de inibicdo de
7,6 mm. No nosso trabalho, todos os extratos apresentaram halos de inibicdo para

0s trés micro-organismos testados.

Tayung e colaboradores (2012) testaram extratos brutos de acetato de etila
dos liquidos metabdlicos de fungos endofiticos isolados de Ipomoea carnea
(algodao-bravo) contra seis bactérias (E. coli, B. subtilis, S. aureus, S. typhi, P.

fluorescens e Shigella dysentriae) e trés fungos (Trichophyton rubrum, Aspergillus
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fumigatus, Trichophyton sp.). De todos os isolados testados, 15 cepas (21,74%)
apresentaram atividade inibitéria, dos quais, 46,6% demonstrou potencial
antibacteriano e antifungico. Entretanto, a maioria dos fungos patogénicos

apresentou resisténcia.

No presente trabalho o extrato com acetato de etila apresentou halos de
inibicdo para S. aureus e E. coli variando entre 10-16 mm e 11 — 15 mm,
respectivamente. O extrato com éter de petréleo inibiu 0S mesmo micro-organismos
com halos de inibicdo variando entre 16 — 24 mm para E. coli., e de 20mm para S.
aureus. A maioria dos halos de inibicdo foi superior aos obtidos por Maria e
colaboradores (2005).

Xing e colaboradores (2011) realizaram fermentacdo, em meio liquido de
batata dextrose, com 53 fungos endofiticos isolados de duas espécies de orquideas:
Dendrobium devonianum e Dendrobium thyrsiflorum, e testaram seus extratos
etandlicos contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. 23% e 43,5%
dos fungos isolados de D.devonianum e D. thyrsiflorum, respectivamente,
apresentaram extratos com atividade antimicrobiana. Assim como no presente
trabalho, estes autores observaram que o0s melhores fungos endofiticos
demonstraram forte antagonismo para S. aureus e E. coli. Os halos de inibicéo
observados para esses patdégenos foram de: 7 - 20,8 mm e 7,1 — 20,2 mm,

obedecendo a essa ordem.

5.5.2. Biomassa e Liquido Metabdlico (S. kunmingensis Act-3)

O meio utilizado para a fermentacdo do S. kunmingensis Act-3 foi o ISP-2 em
pH 7,0, sob agitacdo de 180 rpm, durante 48 horas. Os solventes que melhor
extrairam o principio ativo do liquido metabdlico e da biomassa da linhagem testada
podem ser observados na Tabela 5.11.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CDMQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FDendrobium_devonianum&ei=034VUe7SBoWy8ASM9oHgDA&usg=AFQjCNHvJ9OYtNpbNv_cRfKfig3suGjfPg&sig2=PYI5g5NvVhbdjuCoGVbBJA&bvm=bv.42080656,d.eWU
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CDMQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FDendrobium_devonianum&ei=034VUe7SBoWy8ASM9oHgDA&usg=AFQjCNHvJ9OYtNpbNv_cRfKfig3suGjfPg&sig2=PYI5g5NvVhbdjuCoGVbBJA&bvm=bv.42080656,d.eWU
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Tabela 5.11 — Resultados dos halos de inibicdo, em mm, dos extratos brutos do isolado S. kunmingensis

Act-3, obtidos a partir da extracdo com diferentes solventes e pHs, contra micro-organismos patogénicos.

Solvente Sa. SaM.

BIOMASSA - ACETONA PH 2 21 22 22 15 15 15
BIOMASSA - ACETONA PH 7 25 25 25 17 17 17
BIOMASSA - ACETONA PH 9 23 21 22 0 0 0
CONTROLE - ACETONA 0 0 0

BIOMASSA - ETANOL PH 2 23 23 23 14 13 14
BIOMASSA - ETANOL PH 7 24 24 24 11 11 11
BIOMASSA - ETANOL PH 9 12 12 12

CONTROLE - ETANOL 0 0 0

BIOMASSA - METANOL PH 2 20 22 22 17 17 17
BIOMASSA - METANOL PH 7 20 23 22 17 17 17
BIOMASSA - METANOL PH 9 21 21 21 18 17 16
CONTROLE - METANOL 0 0 0 0 0 0
LME - ACETATO DE ETILA PH2 0 0 0 0 0 0
EXT - ACETATO DE ETILA PH2 27 29 27 21 22 22
LME - ACETATO DE ETILA PH7 0 0 0 0 0 0
EXT - ACETATO DE ETILA PH7 28 27 29 20 20 20
LME - ACETATO DE ETILA PH9 0 0 0 0 0 0
EXT - ACETATO DE ETILA PH9 28 26 27 21 20 20
CONTROLE - ACETATO DE ETILA 0 0 0 0 0 0
LME - CLOROFORMIO PH2 0 0 0 11 11 11
EXT - CLOROFORMIO PH2 26 27 27 19 19 19
LME - CLOROFORMIO PH7 0 0 0 0 0 0
EXT - CLOROFORMIO PH7 26 25 26 19 19 19
LME - CLOROFORMIO PH9 0 0 0 0 0 0
EXT - CLOROFORMIO PH9 26 25 26 19 19 19
CONTROLE - CLOROFORMIO 0 0 0 0 0 0
LME - ETER DE PETROLEO PH2 24 24 24 19 19 19
EXT - ETER DE PETROLEQ PH2 0 0 0 0 0 0
LME -ETER DE PETROLEO PH7 24 24 24 17 18 17
EXT - ETER DE PETROLEQ PH7 11 12 12 12 12 12
LME - ETER DE PETROLEO PH9 24 23 24 17 17 17
EXT - ETER DE PETROLEO PH9 0 0 0 0 0 0
CONTROLE - ETER DE PETROLEO 0 0 0 0 0 0

Legenda: LME: Liquido Metabdlico Esgotado; EXT: Extrato Bruto; Sa.: S. aureus; SaM.: S. aureus multirre-
sistente.
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Os resultados apresentados na Tabela 5.11. mostram que o acetato de etila e
o cloroférmio extrairam, de forma eficiente, em todos os pHs, o principio ativo
presente no liquido metabdlico do S. kunmingensis Act-3 pois o liquido esgotado ndo
apresentou nenhuma atividade contra os micro-organismos testes. Todos os halos
de inibicdo formados com o extrato do acetato de etila superam 20 mm. O éter de
petréleo apenas conseguiu extrair o principio ativo quando testado em pH 7,0.
Entretanto, halos de inibicdo foram observados no liquido esgotado tratado nesse

pH, o que implica que este solvente nao foi capaz de extrair todo o principio ativo.

Os trés solventes utilizados para a biomassa conseguiram extrair compostos
ativos. No entanto, o que apresentou os melhores halos de inibicdo para os dois

micro-organismos testes foi a acetona em pH 7,0.

Qin e colaboradores (2009) trabalhando com actinobactérias endofiticas
isoladas de plantas medicinais de florestas tropicais chinesas também obtiveram
resultados expressivos em relacéo a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos
oriundos do caldo de fermentacdo desses micro-organismos, onde cada extrato foi
testado frente as bactérias patogénicas: Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis e Pseudomonas aeruginosa, contra a levedura patogénica Candida albicans.
Dos 46 isolados testados, 24 (52,2%) apresentaram atividade contra, no minimo, um
dos micro-organismos patogénicos testados, 12 (26,1%) inibiram B. Subtilis, 10,9%
inibiram P. Aeruginosa, enquanto que 19,6% e 17,4% apresentaram atividade frente
a S. aureus e C. Albicans, nessa ordem, e quatro linhagens inibiram
C. albicans, S. aureus e P. Aeruginosa, simultaneamente. No presente estudo, todos
0S extratos apresentaram atividade frente a S. aureus e a S. aureus MRSA.

Vimal e colaboradores (2009) utilizando como solvente o éter de petréleo
conseguiram extrair o principio ativo de isolados de actinobactérias com atividade
antimicrobiana frente as bactérias Gram-negativas: E.coli (20 mm), P. aeruginosa
(18 mm) e K. Pneumoniae (15 mm) e as bactérias Gram positivas: E. faecalis (20
mm) e B. cereus (13mm), sendo essa atividade equivalente a padrbes de
estreptomicina (25: g/ disco). Os halos de inibicdo para as bactérias Gram-positivas,
incluindo a resistente a meticilina, oriundos do extrato da Aroeira-Vermelha, que
apresentaram melhor atividade variaram entre 20-29 mm, superando o0s

apresentados anteriormente.
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J& o extrato de acetato de etila apresentou uma elevada atividade frente ao
Aspergillus fumigatus (23 mm), A. flavus (15 mm) e A. niger (12 mm) quando
comparado a padrées de anfotericina-B (25: g / disco) (Vimal e colaboradores,
2009). A atividade antifungica do extrato bruto superou a atividade registrada pela
anfotericina-B. O extrato bruto do cloroférmio apresentou uma atividade antifingica
bastante eficaz frente as leveduras Candida cruzi (18 mm), C. tropicans (15 mm) e
C. albicans (14 mm) quando comparado com o antifungico estreptomicina (25: g /
disco). No presente trabalho o éter de petroleo ndo conseguiu extrair completamente
o principio bioativo presente na biomassa do S. kunmingensis Act-3. O cloroférmio e
0 acetato de etila conseguiram extrair totalmente todo o principio bioativo
apresentando, nos testes antimicrobianos, halos de inibicdo superiores para
bactérias Gram-positivas S. aureus (25 — 29 mm) e S. Aureus MRSA (11 — 22 mm).
BERDY e colaboradores (2005) fermentaram actinobactérias do género
Nocardiopsis sp. e também conseguiram extrair o principio ativo de seu liquido
metabdlico com acetato de etila e com o éter de petréleo, obtendo atividade

antimicrobiana contra diversos patdgenos.

Gurung e colaboradores (2009) trabalhando com amostras de actinomicetos
isoladas do solo de Kalapatthar, na regido do Monte Everest, apesar de observarem
atividade antimicrobina, em 34,18% dos 79 actinomicetos isolados, frente as
bactérias Gram-positivas (S. Aureus, B. Subtilis, S. typhi e S. Paratyphi), Gram-
negativas (E. Coli, K. Pneumoniae, K. oxytoca, Shigella spp, Pseudomonas vulgaris
e P. mirabilis) nos ensaios primérios e secundarios, a mesma eficiéncia néo foi
observada nos testes de extragdo realizados com 0s solventes: n-butanol, acetato
de diclorometano, cloroférmio e metanol, sendo que esses dois Ultimos também

foram utilizados no presente estudo e apresentaram resultados satisfatérios.

ApoOs a realizacdo dessa etapa, foram selecionados os melhores solventes

para extracdo em grande quantidade, os quais estao representados na Tabela 5.12.
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TABELA 5.12 - Representacdo dos melhores solventes e pHs escolhidos para a extragao do principio

ativo do Mycelium stereo F-61 e do S. kunmingensis Act-3.

S. kunmingensis Act-3 Solvente pH
Biomassa Metanol 7,0
Liquido metabdlico Eter de petroleo 7,0
Mycelium stereo F-61

Biomassa Acetona 7,0
Liguido metabdlico Acetato de etila 7,0

Foram realizadas extracdes com 3 litros dos meios: MPE liquido (Mycelium
stereo F-61) e ISP-2 liquido (S. kunmingensis Act-3) para obtencdo dos extratos

brutos. Os rendimentos totais estdo expressos na Tabela 5.13.

TABELA 5.13 - Rendimentos dos extratos brutos concentrados do Mycelium stereo e do S.

kunmingensis Act-3.

Micro-organismo Liquido metabdlico Solvente Biomassa Solvente
Mycelium stereo F-61 1,799 ¢g 30L 5¢g 400 ml
S. kunmingensis Act-3 2,302 g 30L 1,7138 g 200 ml

5.6. Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida
(CMB)

A andlise de amostras de extratos biolégicos € um modo rapido de se
identificar compostos com atividade inibitéria. Dessa forma, foram testados quatro
extratos oriundos do Mycelium stereo F-61 e do S. kunmingensis Act-3 contra
Bactérias Gram positivas, Gram negativas e uma linhagem MRSA. Os resultados
das concentracdes minimas inibitoérias e bactericidas estdo expressos na Tabela
5.14.
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TABELA 5.14 - Concentracdo minima inibitéria e concentragcdo minima bactericida (ug mL'1) dos
extratos do Mycelium stereo F-61 e do Streptomyces kunmingensis Act-3 frente a micro-organismos
patogénicos.

S.aureus
S. aureus MRSA E.coli
Micro-
organismo Linhagem Extrato CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Eter de
F-61 Petrdleo (LM) 125 250 500 1000 500 1000
Mycelium Metanol
stereo F-61 F-61 (Biom.) 250 500 1000 >1000 1000 >1000
Acetato de
S. ACT-3 etila (LM) 62 125 125 250 - -
kunmingensis Acetona
(NBCR 14463) ACT-3 (Biom.) 250 500 250 500 - -

Legenda: CMI (concentracdo minima inibitéria); CMB (concentragdo minima bactericida); MRSA (S.
aureus multirresistente); - (n&o foi realizado o teste); LM (liquido metabdlico) e Biom. (biomassa).

De acordo com a Tabela 5.14., para S. aureus foi observado que dos quatro
extratos testados quanto a CMI e CMB o melhor resultado foi apresentado pelo
extrato de acetato de etila do liquido metabdlico do S. kunmingensis (NBRC 14463)
(CMI: 62 pg mL™'e CMB: 125 ugmL™), e os resultados da CMI e CMB para esse
micro-organisto teste variaram entre 62 - 250 pygmL'e 125 — 500 pgmL™",
respectivamente. A CMI e a CMB para S. aureus MRSA variaram entre 125 - 1000
ug mL™'e 250 - >1000 yg mL™", e o extrato de acetato de etila do liquido metabélico
do S. kunmingensis (NBRC 14463) também apresentou os melhores valores para
essa bactéria: (CMI: 125 ugmL™'e CMB: 250 pgmL™"). Para a bactéria Gram-
negativa (E. coli) foram testados, apenas, 0s extratos etéreo e metandlico do
Mycelium stereo F-61, sendo que o primeiro apresentou os melhores resultados para
a CMI (500pg mL™") e CMB (1000 pg mL™).

Phongpaichit e colaboradores (2006) testaram extratos brutos de acetato de
etila de 18 fungos quanto a CMI e CMB e observaram que para S. aureus os valores
oscilaram entre 32 - >1000 ug mL™'e 64 - > 1000 ug mL™", sendo que 13 ( 72,22%)
apresentaram valores maiores que 250 (CMI) e 500 (CMB) pg mL™". No presente
trabalho, 75% dos extratos testados para 0 mesmo micro-organismo teste obtiveram

concentracOes inferiores a essas. Em relagcdo ao S. aureus MRSA, 0s mesmos
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autores encontraram valores de CMI variando entre 64 — 256 yg mL™'e de CMB 128
— 512 yg mL™". Entretanto, neste mesmo estudo, foram observados valores maiores
variando entre 125 - >1000 yg mL™". Vale salientar que estes autores obtiveram
18,6% de caldos fermentativos com atividade antimicobiana, dos quais apenas 0,9 —
1,9% dos extratos de acetato de etila inibiram alguns dos micro-organismos testes.
Diferente dos resultados observados no presente trabalho, os quais evidenciaram

inibicdo dos quatro extratos utilizados frente a todos os micro-organismos testados.

Tayung e colaboradores (2012) analisaram extratos de acetato de etila
oriundos de fungos endofiticos isolados de Ipomoea carnea (algoddo bravo) e
obtiveram CMI de 500 pugmL™' contra a bactéria Gram-positiva B. subtilis. No
presente trabalho, a bactéria Gram-positiva testada (S. aureus) apresentou CMI
variando entre 62 - 250 ug mL™" quando testada com os extratos do Mycelium stereo

F-61 e do S. kunmingensis Act-3.

Ramos e colaboradores (2010) obtiveram extratos com acetato de etila, n-
butanol e etanol, de dois fungos endofiticos (Papulaspora immersa e Arthrinium
arundinis) isolados de Smallanthus sonchifolius (batata) e os testaram quanto as
suas concentracfes minimas inibitérias (CMI). Os extratos de acetato de etila da P.
immersa apresentaram CMI de 240 pg mL™" para S.aureus e auséncia de atividade
para E. coli. O extrato de n-Butanol inibiu a E. coli com CIM de 190 pgmL™",
entretanto ndo apresentou atividade para S. aureus. Em relacdo ao fungo A.
arundinis os extratos de n-butanol e etanol ndo inibiram a S. aureus, contudo,
apresentaram CIM de 190 pg mL™" e 260 yg mL™", respectivamente, para E. coli .

Nenhum dos extratos etandlico apresentou atividade inibitoria.

5.7. Prospecc¢do Quimica

5.7.1. Mycelium stereo F-61

A prospeccao quimica realizada com os extratos brutos do Mycelium stereo F-
61 sugere a presenca de compostos fendlicos, triterpenos e esterdides e

mono/sesquiterpenos no liquido metabolico desse micro-organismo, e de agucares
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redutores e compostos fendlicos em sua biomassa. Os resultados estédo
apresentados na tabela abaixo.

TABELA 5.15 — Representacdo dos compostos quimicos presentes nos extratos: etéreo e metandlico
do Mycelium stereo F-61.

Metabalitos Extrato Bruto Etéreo Extrato Bruto Metandlico
Alcaldides - -
Acucares redutores - +
Compostos fendlicos + +

Taninos Hidrolizaveis = =

Triterpenos e Esterdides + -

Mono/Sesquiterpenos + S

Varios compostos biologicamente ativos sao frequentemente observados em
extratos brutos de culturas de micro-organismos endofiticos. Entre esses compostos,
os fenois e os acidos fendlicos sdo usualmente encontrados e pronunciados como
antimicrobianos. Um exemplo desse composto é o Acido 2-hidroxi-6-metilbenzoico
isolado do endofitico Pezicula sp. e que possui comprovada atividade antifingica
(SCHULZ et al, 1995). Essa classe de compostos pode se enquadrar em iniUmeras
categorias como: cumarinas, flavonéides, acidos fendlicos (derivados de acidos
benzdico e cindmico), taninos condensados e hidrolisaveis, fendis simples, ligninas e
estilbenos (NACZK et al, 2004).

Huang e colaboradores (2009) determinaram a presenca de compostos
fendlicos (alcaldides, terpendides fendlicos, quinonas e compostos alifaticos) em
extratos oriundos de fungos endofiticos isolados de plantas medicinais chinesas.
Esses compostos apresentam diversas atividades de interesse biotecnolégico e
podem ter influéncia direta nas propriedades caractéristicas dessas plantas. Estes
mesmos autores verificaram que os compostos fendlicos dos fungos endofiticos

contribuem significantemente para a atividade antioxidante encontrada nas plantas



101

em questdo. Fu e colaboradores (2005) observaram a producdo de metabdlitos
secundarios produzidos por fungos endofiticos isolados da planta Nerium oleander
L., que € uma planta conhecida por apresentar propriedades medicinais, entre elas:
atividade antibacteriana, anti-leprotica, anti-inflamatéria, anti-cancerigena, anti-
plaquetaria, inseticida, citotoxicas e atividades de agregacdo. Os extratos oriundos
do Mycelium stereo F-61 isolado da Aroeira-Vermelha também apresentaram
atividade antibacteriana, provavelmente em decorréncia da presenca desses

compostos.

Dentre as inumeras classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural destacam-se os compostos fendlicos, especialmente pela sua capacidade de
inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM et al, 1996).
Esses compostos ja foram citados como estimulantes no crescimento de plantas,
fato que foi observado por LEADIR et al, (1997) ao testarem o efeito do acido p-
cumarico, acido p-hidroxibenzéico e quercetina, que foram  colonizados e
examinados no Trifolium repens L. cv. Ladino (trevo branco) e no Sorghum bicolor L.

Moench (sorgo), e estimularam um subsequente crescimento das plantas.

Huang e colaboradores (2007) testaram extratos brutos de um total de 42
cepas de fungos endofiticos, isolados de N. oleandre, quanto a atividade
antimicrobiana e observaram a inibicdo de alguns micro-organismos patogénicos (C.
krusei, o S. aureus, E. coli, L. monocytogenes, B. cereus e S. annatum). A analise
desses extratos caracterizou a presenca de metabdlitos secundarios incluindo os
acidos fendlicos e os seus derivados, flavondides, terpendides fendlicos,
constituintes volateis e compostos alifaticos. Estes mesmos autores constataram que
0s metabdlitos bioativos podem ser produzidos simultaneamente pelo fungo
endofitico e pela planta hospedeira, uma vez que observaram a presenca de
terpendides, compostos alifaticos e constituintes volateis fermentados, em ambos os
extratos. Neste estudo, os extratos: etéreo e metanolico também inibiram a bactéria
Gram-positiva S. aureus e a Gram-negativa E. coli. Entretanto, tal atividade nao foi

observada no extrato oriundo da planta.

Os esteroides, por sua vez, também foram citados como detentores de
atividade antimicrobiana visto que foram observados em extrato de éter de petrdleo

do fungo Fusarium sp. isolado a partir de rizomas da planta Paris polyphylla
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var. yunnanensis Hand.-Mazz (herb paris), que inibiram diversos micro-organismos
patogénicos (HUANG et al, 2009). Na presente pesquisa, 0 extrato de éter de
petréleo também foi capaz de extrair esterdides do liquido metabdlico do Mycelium
stereo F-61, que possivelmente apresentaram relagdo com a atividade
antimicrobiana apresentada por este fungo. Zhao e colaboradores (2011) obtiveram
esterodides a partir do extrato de acetato de etila de um fungo endofitico isolado de
uma esponja Pleosporaceae, com atividade anti-incrustante para a larva Balanus

amphitrite frequentemente encontrada em cascas de crustaceos.

Zanardi e colaboradores (2012) isolaram quatro sesquiterpenos de extratos
brutos de acetato de etila oriundos do fungo endofitico Phomopsis cassiae e
comprovaram a atividade antifingica desses compostos frente aos fungos
fitopatdgenos: Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, e atividade
anticolinesterasica. Os monoterpenos raramente foram citados como constituintes
de fungos em geral ou em compostos marinhos, entretanto uma excecéo, o (1S, 2S,
3S, 4R)-3-cloro-4-(2-hidroxipropano-2-il)-1-metilciclo-hexano-1 ,2-diol (1), foi
encontrado no caldo de fermentacdo do fungo endofitico Tryblidiopycnis sp. isolado
do tecido lenhoso de Kandelia (mangue), planta tipica em Hong Kong (HUANG et
al, 2006). Ainda neste trabalho, também foi determinada a producdo de mono e
sesquiterpenos no extrato etéreo do liqguido metabdlico do Mycelium stereo isolado
da Aroeira-Vermelha, e nele é possivel observar, haja vista os resultados obtidos,
gue os testes realizados com metabdlitos bioativos oriundos de fungos endofiticos
fornecem informacfes de base promissora para a descoberta e para 0 UuSO
biotecnolégico desses compostos, sejam como agentes antimicrobianos,
antioxidades, anti-inflamatério ou contendo quaisquer propriedades de interesse

analogo.

5.8. Comparacdo dos metabdlitos bioativos do extrato da Schinus
terebinthifolius Raddi (Aroeira-Vermelha) e dos metabdlitos bioativos dos

endofiticos.

Todos os extratos brutos (Liquido metabdlico e biomassa do S. kunmingensis
Act-3 e do Mycelium stereo F-61), submetidos a bioautografia em camada delgada,
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mostraram-se ativos frente as linhagens testes de S. aureus e S. aureus MRSA. O
extrato de acetato de etila das folhas da S. terebinthifolius Raddi ndo apresentou
atividade antimicrobiana. A tabela 5.16. apresenta os valores dos Rfs dos halos de

inibicdo dos extratos testados frente aos micro-organismos testes.

TABELA 5.16 — Valores dos Rfs (cm) dos halos de inibicdo apresentados pelos extratos do S.
kunmingensis Act-3 e do Mycelium stereo F-61 frente aos micro-organismos testes.

S. aureus S. aures MRSA
Micro-organismos Linhagem Extrato Rf Rf
Mycelium stereo F-61 Eter de petréleo 0,65 0,6
F-61 F-61 Metanol 0,125 0,15
S. kunmingensis ACT-3 Acetato de etila 0,575 0,5
(NCBR 14463) ACT-3 Acetona 0,625 0,55

S. terebinthifolius
RADDI Acetato de etila - -
Legenda: MRSA (S. aureus MRSA); - (sem atividade); Rf (indice de Retenc3o).

A anadlise das zonas de inibicdo de Rf dos extratos dos micro-organismos
endofiticos mostrou que 0s compostos bioativos presentes nos extratos do S.
kunmingensis Act-3 e no extrato etéreo do Mycelium stereo F-61 possuem maior
afinidade com a fase mével utilizada (acetato de etila:metanol — 9:1) do que com a
fase estacionéria (coluna de silica). O oposto foi observado no extrato metandlico do
Mycelium stereo. Os extratos do S. kunmingensis Act-3 apresentaram halos de
inibicdo com Rfs muito préximos para ambos 0s micro-organismos testados, o que
sugere que existam semelhancas entre ambos os principios ativos. Os valores dos
Rfs dos extratos etéreo e metandlico do fungo endofitico indicam que os principios
ativos presentes nesses extratos possuem polaridades distintas, sendo, portanto,
compostos diferentes. Melo e colaboradores (2009), ao testarem fracGes de extratos
brutos oriundos do fungo endofitico Bacillus pumilus frente a fungos patogénicos
observaram zonas de inibicdo de Rf variando entre 0,25 a 0,89, que demonstram

compostos com polaridades e principios bioativos diferentes.

Apesar de diversos autores atribuirem atividade antimicrobiana aos extratos
da Aroeira-Vermelha, por exemplo: atividade frente a S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, C. albicans (GUERRA et al, 2000), Cryptococcus neoformans,
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Sporothrix schenckii ( JOHANN et al, 2007) e Flavobacterium columnare (CASTRO
et al, 2008), no presente estudo, foi utilizado o extrato de acetato de etila das folhas
da S. terenbinthifolius RADDI ndo apresentando atividade frente & S. aureus e a S.
aureus MRSA na bioautografia em camada delgada. Essa auséncia de inibicao
frente aos micro-organismos testes sugere que, provavalmente, ndo existe uma
relacdo direta entre os metabdlitos secundarios bioativos produzidos pelos
endofiticos: Mycelium stereo F-61 e S. kunmingensis Act-3 frente ao S. aureus e S.
aureus MRSA e os produzidos pela planta, visto que, no mesmo sistema
cormatografico testado, foi observada atividade antimicrobiana apenas nos extratos
oriundos dos endofiticos. Esses resultados demonstram a imensa diversidade de
metabdlitos secundarios produzidos por endofiticos, com propriedades de interesse

biotecnoldgico, que podem ser estudados na busca de novos antibidticos.
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6.0. CONCLUSOES

- As folhas de S. terebenthifolius Raddi se apresentam como hospedeira de diversos

micro-organismos endofiticos com grande potencial para a bioprospeccao.

- Os micro-organismos endofiticos que apresentaram os melhores resultados no
ensaio primario de atividade antimicrobiana foram identificados como: Mycelium

stereo F-61 e Streptomyces kunmingensis Act-3, respectivamente.

- O Mycelium stereo F-61 e o Streptomyces kunmingensis Act-3 apresentaram
atividade antag6nica frente as bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e fungos

patogénicos.

- Os extratos oriundos do Mycelium stereo F-61 sé@o constituidos principalmente por
compostos fendlicos, mono/sesquiterpenos, triterpenos, esterdides e acucares

redutores.

- Os extratos obtidos a partir do Mycelium stereo F-61 demonstraram potencial no

controle das bactérias: E. coli, S. aureus e S. aureus (MRSA) resistente a meticilina.

- Os extratos oriundos de Streptomyces kunmingensis Act-3 inibiram o crescimento
de S. aureus e S. aureus (MRSA).

- Nas condi¢cdes em que foi realizada a bioautografia em camada delgada, os
metabdlitos bioativos presentes nos extratos do Mycelium stereo F-61 e do
Streptomyces kunmingensis Act-3 ndo foram quimicamente relacionados com o0s

compostos presentes no extrato das folhas de Schinus terebenthifolius Raddi.

- Os metabdlitos bioativos produzidos pelos micro-organismos endofiticos isolados
da S. terebenthifolius Raddi apresentam potencial para a descoberta de nova

substéancia bioativa de interesse biotecnoldgico.
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APENDICES

Tabela 1: Composicdo dos meios de cultura
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Componentes

SAB

ISP-2 ALA

Extrato de levedura
Extrato de malte
Glicose

L-arginina

Glicerol

MgS04.7H20

K2HPO4

Batata

Peptona

Infuséo de carne bovina
Peptona de caseina dcida
Amido

Cloreto de sédio
Levedura

Nistatina

Cloranfenicol

Agar

Agua destilada

100 mg
15¢g
1000 ml

100 mg
15¢g
1000 ml

4g -
10g -

B 013 g
- 1 g

100 mg
15¢g 15¢g
1000 ml

100 mg

1000 ml

17,5g

15¢g
1000 ml

Tabela 2: Composicado dos meios liquidos

Componentes

MPE

YmA

Extrato de levedura
Extrato de malte
Glicose

NaN03

FeSO,4.7H,0
MgSO4.7H20
K2HPO4

Batata

Peptona
Sacarose
Cloreto de sodio
Agua destilada

40¢g

10g

1000 ml

1000 ml

2g
2g
05¢g
lg

30g
05¢g
1000 ml




Tabela 3: Composi¢cdo do Tampdao Fosfato de Potassio

Componentes TAMPAO
K2HPO4 3,4836 ¢
KH2PO4 2,7218¢
AGUA DESTILADA 1000 m
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