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Resumo

Endofiticos em geral encontram-se entre as fontes mais produtivas de
metabdlitos secundarios, apresentando uma série de atividades bioldgicas e
aplicacoes. Estima-se que aproximadamente metade dos antibidticos produzidos
industrialmente, além de outros diversos compostos sejam produzidos por esses
organismos. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) 90% das
linhagens bacterianas séo resistentes a drogas de primeira escolha. Portanto, a
busca por novas moléculas com atividade antimicrobiana € urgente. Em vista
disso, o presente estudo buscou otimizar condi¢cdes de cultivo para a producéo
do caldo fermentado visando atingir a maior quantidade e diversidade de
metabdlitos secundarios com acao biolégica. Foram testados diferentes tipos de
cultivos (axénicos e mistos), com a finalidade de avaliar a eficacia dos mesmos
em relacdo a: atividade antimicrobiana, atividade leishmanicida, atividade
antitumoral e citotoxicidade. Com base nos dados obtidos foi estabelecido um
tempo de 168 horas para a producéo dos caldos. O cultivo misto demonstrou
maior atividade que o cultivo axénico em relagcdo a atividade antimicrobiana,
estabelecendo 95,86% de inibicdo em sua menor concentracao testada para P.
aeruginosa, 92,86% de inibicdo contra cepas de E.coli, 91,13% contra cepas de
Salmonella. Utilizando a concentragcédo de 2500 pg, obteve-se uma inibicdo de
82,5% em S. aureus e de 86% em S. epidermidis. Se tratando da atividade
leishmanicida o caldo de cultivo misto demonstrou uma maior acao do que o de
cultivo simples quando analisado em menores concentracfes. Os testes de
citotoxicidade demonstram uma serem toxicos apenas a partir da concentracao
de 10000 pg. A partir desses resultados podemos concluir que os cultivos mistos

apresentam grande potencial biolégico, em concentracfes néo toxicas.

A resisténcia a multiplas drogas ocorre em bactérias GRAM-positivas e
Gram-negativas, que causam infeccdes das quais ndo podem ser tratadas com
a maioria dos antibioticos convencionais. Devido a esses e outros fatores a
resisténcia microbiana é considerado um problema de saude publica alarmante

mostrando um numero crescente de infeccdes causadas por bactérias



resistentes, que causam infeccdes em hospitais e comunidades. Quando algum
tipo de infeccdo ja ndo pode ser tratado por antibidticos de primeira linha,
geralmente medicamentos mais caros devem ser selecionados para o
tratamento. A duracdo maior da doenca e do tratamento em questdo, muitas
vezes nos proprios hospitais, aumenta os custos com cuidados de saude. Um
relatorio citando as principais ameacas a resisténcia a antibioticos, do CDC nos
Estados Unidos (Relatério de ameacgas a Resistencia a Antibidticos de 2019),
incluem as mais recentes estimativas nacionais de mortes e infecgces que
destacam a ameaca continua de resisténcia a antibidticos. De acordo com o
relatorio, mais de 2,8 milhdes de infeccdes resistentes a antibidticos ocorrem nos
EUA a cada ano, e mais de 35.000 pessoas morrem como resultado. Com base
nesses e em outros dados, a segunda parte do estudo tem como objetivo
encontrar cepas com atividade antimicrobiana oriundas das espécies vegetais
Coffea arabica e Xylopia aromatica e seleciona 6 cepas que apresentam grande
potencial biotecnoldgico. Estas cepas foram isoladas em estudos posteriores e

apresentaram atividade antimicrobiana consideravel.

Palavras Chave: Endofiticos; Atividade bioldgica; Citotoxicidade.



Abstract

Endophytes in general are among the most productive sources of secondary
metabolites, presenting a series of biological activities and applications. It is
estimated that approximately half of the antibiotics produced industrially, in
addition to several other compounds, are produced by these organisms.
According to the World Health Organization (WHQO) 90% of bacterial strains are
resistant to first-choice drugs. Therefore, the search for new molecules with
antimicrobial activity is urgent. In view of this, the present study sought to optimize
cultivation conditions for the production of fermented broth in order to achieve the
greatest amount and diversity of secondary metabolites with biological action.
Different types of cultures (axenic and mixed) were tested in order to evaluate
their effectiveness in relation to: antimicrobial activity, leishmanicidal activity,
antitumor activity and cytotoxicity. Based on the data obtained, a time of 168
hours was established for the production of broths. The mixed culture showed
greater activity than the axenic culture in relation to antimicrobial activity,
establishing 95.86% of inhibition at its lowest concentration tested for P.
aeruginosa, 92.86% of inhibition against E.coli strains, 91.13% against
Salmonella setubal. Using a concentration of 2500 ug, an inhibition of 82.5% was
obtained in S. aureus and 86% in S. epidermidis. Regarding the leishmanicidal
activity, the mixed culture broth showed a greater action than the simple culture
when analyzed at lower concentrations. Cytotoxicity tests demonstrate that they
are toxic only from a concentration of 10000 pg. From these results we can
conclude that mixed cultures have great biological potential, in non-toxic
concentrations.

Multidrug resistance occurs in both Gram-positive and Gram-negative
bacteria, which cause infections that cannot be treated with most conventional
antibiotics. Due to these and other factors, microbial resistance is considered an
alarming public health problem, showing an increasing number of infections
caused by resistant bacteria, which cause infections in hospitals and
communities. When some type of infection can no longer be treated by first-line
antibiotics, usually more expensive drugs must be selected for treatment. The
longer duration of the illness and treatment in question, often in the hospitals
themselves, increases health care costs. A report citing the top threats to
antibiotic resistance from the CDC in the United States (2019 Antibiotic



Resistance Threats Report) includes the latest national estimates of deaths and
infections that highlight the ongoing threat of antibiotic resistance. According to
the report, more than 2.8 million antibiotic-resistant infections occur in the US
each year, and more than 35,000 people die as a result. Based on these and
other data, the second part of the study aims to find strains with antimicrobial
activity from the plant species Coffea arabica and Xylopia aromatica and selects
6 strains that have great biotechnological potential. These strains were isolated

in later studies and showed considerable antimicrobial activity.

Keywords: Endophytes; Biological activity; cytotoxicity.
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Figura 17: Tempo de morte de cepas de S. saprophyticus frente ao tratamento com o
caldo fermentado misto de P. polymyxa mais C. albicans. O valor da CIM utilizado foi de
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Figura 19: Viabilidade da linhagem HDFn frente ao caldo fermentado puro de P.
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Figura 21: Viabilidade da linhagem HaCat frente ao caldo fermentado puro de P.
polymyxa em diferentes concentracdes, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os valores
sao expressos como média + desvio padrao. * Significancia estatistica de p < 0.05...75
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Figura 23: Fotomicrografias representativas em diferentes tempos do cultivo celular para
andlise de migracdo celular da linhagem HDFn frente ao caldo fermentado de P.
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1. INTRODUCAO

A tese em questdo foi dividida em dois capitulos para uma melhor
compreensao do trabalho, onde inserido no Capitulo 1 esta toda a parte do
trabalho envolvendo cepas de Paenibacillus polymyxa. Ja no Capitulo 2, foram
abordados aspectos como a bioprospeccdo de microrganismos isolados de
diferentes fontes vegetais. Todo o trabalho desenvolvido nessa tese visa a
pesquisa e identificacdo de novos metabdlitos ativos de origem bacteriana,
assim como, a estimulacéo de tais microrganismos para aumento do potencial

de acao desses metabdlitos.

A industria farmacéutica moderna € considerada uma das maravilhas do
século XXI, uma ampla gama de drogas naturais e sintéticas, como
Estreptomicina, Penicilina, Cefalosporinas e muitas outras, contribuiram
amplamente no controle de doencas infecciosas. Esses produtos farmacéuticos
considerados seguros e eficazes estenderam a vida util média dos humanos nos
altimos 50 anos (TRIPATHI et al., 2018). Atualmente, muitos pesquisadores
defendem a opinido que a exploracdo de areas biologicamente diversas, como
ambientes marinhos, polares, desertos, ou ainda um bioma integrado de fatores,
pode levar a identificagcdo de novos produtos naturais ou estruturas quimicas
com bioatividade farmacéutica relevante (PYE et al.,, 2017; TRIPATHI et al.,
2018).

Se tratando do cerrado, mais especificamente da area de cerrado contida
dentro da Universidade Federal de S&o Carlos, pode-se citar diversos trabalhos
nestas e em outras vertentes, ja elaborados ou ainda em andamento (ASSIS,
2018; MACHADO., 2019; PIZA; HOKKA; SOUSA, 2015; SERRANO, 2014;
TORRES, 2018). Muitas das acbes apresentadas nesses estudos ocorrem
gracas a presenca de metabdlitos secundarios com uma variedade de atividades
farmacoldgicas significativa, podendo ser citado: protecdo antioxidante,
antitumoral, anti-inflamatoria, antibacteriana e cardiovascular (GRAF; MILBURY;
BLUMBERG, 2005).

Com a expansao do valor medicinal e da perspectiva do mercado, um

namero crescente de pesquisadores esta tentando encontrar uma nova maneira
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de produzir novos metabdlitos a partir de extratos naturais, com acdes biologicas
em quantidades cada vez maiores. No entanto, como a produgcao metabolica de
plantas é limitada pelo ambiente e pela especificidade espacgo-temporal, € dificil
melhorar o rendimento de metabdlitos oriundos de espécies vegetais,
diferentemente dos microrganismos, que se tornam uma fonte de exploracao
viavel para determinado fim (ARISAWA; WATANABE, 2017).

Microrganismos endofiticos sdo definidos como fungos ou bactérias que
colonizam o interior dos tecidos de plantas, sem apresentar efeito patogénico ao
hospedeiro (ARAUJO et al., 2008). H4 numerosos estudos sugerindo que
microrganismos endofiticos sdo ricas fontes na producdo de metabdlitos
secundarios (TANG et al., 2020). Uma ampla gama de antibiéticos produzidos
por endofiticos isolados de plantas medicinais demonstra o grande potencial de
bioatividade contra bactérias, fungos e virus. Esses metabdlitos com potencial
antimicrobiano, por sua vez exibem atividade em concentracdes
significativamente baixas, demonstrando um potencial antimicrobiano promissor
e de amplo espectro dos metabdlitos secundarios obtidos a partir de endofiticos
(GOLINSKA et al., 2015).

Para fornecer uma perspectiva sobre a questdo da diversidade estrutural
de produtos naturais PYE e colaboradores (PYE et al., 2017), realizaram uma
série de andlises sobre as estruturas de todos os produtos naturais de origem
microbiana e marinha publicados durante o periodo de 1941 a 2015, fornecendo
uma descricdo do estado atual em que se encontra a pesquisa de produtos
naturais e sua capacidade de produzir potencialmente novas classes de agentes
terapéuticos no futuro. Em estudo, (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015),
constatam que o numero de compostos publicados continuou a aumentar ou
permanecer estavel nas Ultimas duas décadas. Essa produtividade continua
pode refletir a crescente globalizacdo da pesquisa de produtos naturais, com a
maioria dos paises que possuem infraestrutura académica significativa para este
tipo de pesquisa. Por exemplo, houve um aumento consideravel na
produtividade nas pesquisas de produtos naturais da China, Coreia, Brasil e india
durante esse periodo (ABBAS et al.,, 2011). De uma perspectiva global, os
nameros indicam que ainda ha um foco saudavel na pesquisa de produtos

naturais. Além disso, a robusta produtividade desses esforcos demonstra que o
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mundo natural continua a fornecer um grande niamero de moléculas novas e
bioativas ano apds ano (PYE et al., 2017), assim justificando e estimulando o

desenvolvimento desse tipo de pesquisa.

Nesse contexto o presente estudo teve como objetivo buscar novas
fontes de metabdlitos com atividade terapéutica, incluindo atividade
antimicrobiana, antiparasitaria e antitumoral. Além disso, também buscou-se
otimizar condi¢cdes de cultivo para a producédo do caldo fermentado visando
atingir a maior quantidade e diversidade de metabdlitos secundarios com acao
biologica. Assim, foram utilizados para esse fim, diferentes tipos de cultivos,
abrangendo diversificacdo do meio de cultura utilizado, de tempo, e ainda a
utilizacdo de cultivo misto como estratégia do aumento na producdo dos
metabdlitos de interesse ou ainda na producdo de novos metabdlitos

secundarios.

Microrganismos endofiticos e rizosféricos obtidos das espécies vegetais
Xylopia Aromética (encontrada no cerrado) e Coffea arabica foram explorados
quanto ao seu potencial antimicrobiano. Uma vez que 0s microrganismos
isolados do café apresentam grande capacidade na producdo de enzimas
biotecnoldgicas, assim como na promocao de crescimento vegetal, como
sugerido por ANDRADE (2019).

Os caldos fermentados a partir de P. polymyxa e seus cultivos mistos
foram avaliados quanto a presenca de metabolitos secundarios com acbes de
interesse antimicrobiano, leishmanicida, antitumoral. Também foi realizado o

perfil de citotoxicidade do mesmo.

Em relacdo aos microrganismos citados, isolados a partir da Xylopia
aromatica e Coffea ardbica foi realizado uma triagem de seu potencial
antimicrobiano. Cepas que apresentaram algum indicio de producédo de
metabdlitos com atividade antimicrobiana foram selecionadas para que

pudessem e possam serem mais exploradas.

Foi entdo utilizado cepas de microrganismos endofiticos isolados de trés
diferentes fontes vegetais: 1- Xylopia aromatica, conhecida popularmente como
Pimenta dedo de macaco, suas amostras foram coletadas no cerrado da

UFSCar; 2- Coffea arabica, coletadas em estudo realizado por (ANDRADE;
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2019), o qual visou identificar microrganismos endofiticos com capacidade
enzimatica e avalia-los quanto ao seu potencial em relacdo a promocao de
crescimento vegetal; 3- Prunnus sp., conhecido popularmente como
Pessegueiro do Cerrado, essa arvore foi objetivo de estudo de SERRANO
(SERRANO, 2011), onde foi isolado a cepa endofitica denominada P. polymyxa
RNC-D, a qual ja teve sua atividade antimicrobiana comprovada, assim como
sua capacidade anti-inflamatéria (CAVICCHIOLI, 2017).
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2. Objetivo Geral

Realizar a bioprospeccdo de novos microrganismos endofiticos que
possuam a capacidade de producdo de metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana. Otimizar as condi¢bes de cultivo para a producao do caldo
fermentado em cultivo misto visando atingir a maior quantidade e diversidade de
metabdlitos secundarios com acdo bioldgica, e entdo avaliar a eficacia dos
mesmos em relacdo a: atividade antimicrobiana, atividade leishmanicida,
atividade antitumoral, e por fim, tracar um perfil da citotoxicidade dos caldos

fermentados em cultivo simples e cultivo misto.
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4 Avaliacéo do potencial antimicrobiano,
CAPITU I_O 1: leishmanicida, antitumoral e perfil citotoxico dos

cultivos puros e mistos de Paenibacillus polymyxa

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Paenibacillus polymyxa

Os microrganismos endofiticos foram mencionados pela primeira vez no
inicio do século XIX; e apenas no final da década de 70 foi verificado que estes
organismos possuem propriedades metabdlicas de interesse em diversas areas
(STROBEL; DAISY, 2003). Estes fungos e bactérias, que colonizam o tecido
interno (os espacos intracelulares e intercelulares) das plantas, sem indicar
qualquer influéncia negativa em seu hospedeiro, constituem um grande
reservatorio de diversidade bacteriana com um impressionante potencial
biotecnolégico (RYAN et al., 2008).

Acredita-se que algumas bactérias endofiticas tém sua origem na
rizosfera, penetram e colonizam tecidos da raiz para obterem um ponto de
acesso ao xilema e, assim, disseminam-se por todas as partes da planta. O
endofito Paenibacillus polymyxa, bactéria usualmente encontrada na rizosfera,
provavelmente utiliza deste mecanismo para habitar plantas, isso devido ao fato
do mesmo possuir capacidade em produzir enzimas hidroliticas (NIELSEN;
SORENSEN, 1997).

Em 1986, CLAUS & BERKELEY (CLAUS & BERKELEY; 1986) atribuiram
a bactérias em forma de bastonete que se diferenciam em endosporos sob
condicBes aerdbicas, o género Bacillus. Nesse género mais de 60 espécies eram
reconhecidas, exibindo uma enorme variedade de fendtipos incluindo, por
exemplo: aerdbios estritos, facultativos anaerobios e até mesmo, acidofilos,
alcaldfilos, quimiolitotroficos, haldfilos, psicréfilos e termofilos (CLAUS &
BERKELEY, 1986).

Em 1991, ASH e colaboradores (ASH et al., 1991) demonstram a
presenca de 5 linhas altamente divergentes dentro do género Bacillus e
sugeriram entdo uma nova divisdo taxondmica. Em 1993, também ASH e

colaboradores (ASH et al., 1993) a partir de informacdes genotipicas,
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classificaram espécies anaerobicas facultativas como o Bacillus polymyxa e
semelhantes proximos em uma nova espécie denominada Paenibacillus

polymyxa.

Esse género compreende mais de 30 espécies de bacilos GRAM-
positivos que contém baixo conteddo de citosina + guanina no material genético,
sendo anaerobios facultativos, formadores de esporos elipticos, neutrofilicos,
periflagelados e heterotroficos (LORENTZ, 2006). Estes tem atraido
consideravel interesse devido ao seu grande potencial biotecnolégico em
diversos processos industriais assim como na agricultura sustentavel (KIRAN,
AKSHIT e CHRIS, 2016).

Considerando os resultados obtidos por SERRANO, (SERRANO, 2014)
juntamente com dados da literatura tem-se que a molécula com relagédo
massa/carga m/z 3376,453 Da, com espectro de atividade que abrange bactérias
GRAM-negativas, GRAM-positivas e fungo, e cuja bioatividade é reduzida sob
tratamento com lipase, representa um novo lipopeptideo que foi denominado
polycerradin. O extrato total do P. polymyxa RNC-D depois de fracionado em
fase aquosa (FA) e extrato lipopeptidico (ELP), foi analisado através de
cromatografia para identificacdo de seus compostos bioativos. Um dos peptideos
da FA teve sua sequéncia determinada como: glicina - acido glutdmico -
hidroxiprolina - glicina - alanina. A hidroxiprolina € um aminoacido n&o
proteinogénico e ndo essencial com duas formas isoméricas, isto é, trans-4-
hidroxi-L-prolina e trans-3-hidroxi-L-prolina. O extrato total obtido a partir da cepa
Paenibacillus polymyxa RNC-D também mostrou indicios de bioatividade no
controle de reacdo inflamatoéria (CAVICCHIOLI, 2017) e atividade leishmanicida
contra Leishmania amazonensis (NERIS et al., 2018).

1.2 Cultivo Misto ou Cocultivo

Um endofitico em seu habitat natural, sofre uma constante interagdo com
0S microrganismos ali presentes, principalmente tratando-se de areas
amplamente colonizadas. Sobreviver em um ambiente competitivo requer certas
estratégias, tais como a producdo de metabdlitos secundarios bioativos
(CHAGAS, 2014; KNIGHT et al., 2003).
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Dessa maneira, grupos de genes potencialmente interessantes, como 0s
responsaveis pela expressdo de metabdlitos que aumentam a competitividade
no meio ambiente, podem estar silenciados nas condi¢bes consideradas néo
naturais de seu cultivo (CHAGAS, 2014). Uma das estratégias mais viaveis
utilizada para mimetizar o ambiente microbiolégico natural é cultivar um
microrganismo em presenca de outro, estabelecendo entdo um cocultivo, cultivo
misto, ou ainda, consorcio microbiano. Foi verificado em diversos estudos que
a utilizacéo de culturas mistas estimulou a producédo de metabdlitos secundarios

e aumentou a atividade biolégica de extratos microbianos (CHAGAS, 2014).

Quando comparado com culturas puras, o cultivo misto ou cocultivo pode
ampliar os espectros de utilizagdo do substrato. A lignocelulose (lignina +
celulose) é o recurso sustentavel mais abundante disponivel ao microrganismo,
no entanto, uma unica cepa geralmente ndo pode utiliza-la diretamente para
sintetizar produtos de grande interesse (DENG et al., 2016; JIANG et al., 2019).
Uma Unica célula hospedeira também ndo pode fornecer o ambiente ideal para
que todas as fungBes enziméticas se desempenhem bem, enquanto o cultivo
misto pode fornecer ambientes celulares diversificados para diferentes enzimas.
Além disso, 0 consumo excessivo de recursos celulares e a grande carga
metabdlica, geralmente levam ao crescimento prejudicado da cepa de
hospedeiro Unico (WU et al., 2016; ZHOU et al., 2016).

Os consorcios microbianos podem reduzir essa carga metabdlica através
da estratégia de divisdo do trabalho, que além de beneficiar o crescimento de
cepas individuais, também melhora o desempenho da bioproducdo geral.
Atualmente os sistemas de cultivo misto vem sendo empregados para a
producdo de biocombustiveis, produtos quimicos e produtos naturais como
alcaloides, policetideos, terpenos, flavonoides, etc. (CHEN et al., 2019; WANG
et al., 2016). Esses consorcios microbianos artificiais interagem mutuamente
principalmente atraves de interacdes de sinergismo, comensalismo, competicao

e mutualismo.

Outro importante fator a ser considerado € o de qgue em uma cultura pura,
a maioria das cepas possui condicbes individuais adequadas para o
crescimento. Se as condi¢des culturais mudassem, o crescimento e 0

metabolismo destas cepas seriam gravemente afetados, enquanto no cultivo
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misto, poderiam suportar ambientes mais mutaveis fornecendo uma nova e

importante fronteira para a producéao industrial (JIANG et al., 2019).

Os consoércios microbianos encontrados em compartimentos ambientais
podem ser denominados como consorcios naturais, estes sdo encontrados
inclusive em ambientes extremos, como fontes termais e fundos marinhos, e
constituem entre eles um modelo com maior eficiéncia do que as populagdes
isoladas (JORGENSEN et al., 2012; PAERL; PINCKNEY, 1996; ZHANG et al.,
2018). A cooperacdo é um dos principios fundamentais seguidos pelos
consorcios microbianos naturais e artificiais para manter um estilo de vida estavel
a longo prazo. Para superar a escassez de recursos na natureza, 0S
microrganismos estabelecem uma ‘rede de divisdo de recursos' para apoiar
membros individuais, incluindo a producdo, transferéncia e utilizacdo de
recursos. Uma via importante que 0os microrganismos utilizam é a alimentacao
cruzada, na qual os metabdlitos produzidos por um membro séo utilizados por
outro. A troca de metabdlitos e os sinais de comunicacao entre os membros do
consércio podem melhorar o objetivo final de um cultivo misto em comparacao a
um cultivo simples e pode ampliar significativamente o carbono e espectro de
energia para cada membro. A troca de metabdlitos € comum em consorcios
naturais e também pode resultar em alimentag&o cruzada cooperativa, na qual
um membro dos consorcios evoluiu para comecar a produzir quantidades
crescentes de um determinado metabdlito para o beneficio de outro (ZHANG et
al., 2018).

Em consorcios naturais encontrados na microbiota oral humana, foi
investigado a cooperacéo estabelecida entre Streptococcus mutans e Candida
albicans, permitindo a formacgéo de um forte biofilme nos dentes. Enquanto isso
afeta negativamente o hospedeiro humano dificultando as op¢des de tratamento
oral, esse relacionamento bacteriano-fungico pode favorece-los facilitando
aplicagbes que exigem forte formacgéo de biofilme e aumentando sua capacidade
resisténcia (HWANG et al., 2017).

Contribuindo com as informacgdes anteriores, em um estudo realizado por
ZHANG e colaboradores (ZHANG et al., 2017), ap6s uma andlise dos perfis de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) dos extratos de cultivo misto de
linhagens de fungos endofiticos do mangue e Acinetobacter johnsonii,
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juntamente com seus extratos de monocultura, constatou-se que o cocultivo de
Trichoderma sp. 307 e Acinetobacter johnsonii levaram a producao significativa
de metabdlitos diferentes daqueles produzidos no cultivo puro de controles de
fungos e bactérias.

Um cultivo misto interespécies geralmente ajuda a alcancar os resultados
desejados, ao mesmo tempo em que fornece flexibilidade para estratégias de
otimizacao e requisitos de nutrientes (por exemplo, fontes de carbono). Por outro
lado, utilizando um design de consércio entre fungos e bactérias, funcdes
microbianas heter6logas podem ser utilizadas para montar novas vias
bioquimicas gerando produtos exclusivos. Compostos organicos volateis
produzidos pelo fungo Fusarium culmorum induziram a expressao de uma ampla
variedade de genes e proteinas da bactéria Serratia plymuthica, incluindo a
producdo de um terpeno previamente desconhecido que pode desempenhar um
papel na comunicacéo de longa distancia entre fungos e bactérias (SCHMIDT et
al., 2017).

Buscando endofiticos flungicos capazes de produzir antibiéticos, foi
isolado um fungo, Pleosporales sp. F46, da planta medicinal Mahonia fortunei
coletada em Qingdao, Republica Popular da China. Comprovou-se que tal cepa
possui potencial capacidade biossintética. Para maximizar a diversidade de
compostos produzidos pelo endofitico, 0 método de cocultivo foi empregado
objetivando o acesso a vias metabdlicas silenciadas e resultando no isolamento
de um novo derivado de ergosterol que teve sua capacidade antimicrobiana
comprovada (WANG et al., 2019). Outro estudo demonstra a biossintese do
antibiético pestalona pelo fungo Pestalotia sp., como um exemplo de inducéo da
expressdo de uma rota biossintética em resposta ao cocultivo com bactéria
marinha unicelular (CUETO et al., 2001).

O cultivo simples do fungo endofitico Bionectria sp. produziu um novo
alcaloide, juntamente com outros cinco compostos conhecidos. Ja o cocultivo
deste fungo com Bacillus subtilis ou com Streptomyces lividans resultou na
producdo de duas novas amidas, além de dois compostos conhecidos. Como
certos compostos ndo foram detectados nos cultivos simples do fungo ou das
bactérias, foi indicado uma ativacdo de grupos silenciosos de genes atraves do
cocultivo de fungos e bactérias (KAMDEM et al., 2018).
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Em outro estudo, um total de 112 cepas de actinobactérias coletadas no
Japao foram submetidas ao cocultivo com a bactéria Tsukamurella pulmonis. Os
picos analisados de HPLC correspondentes foram comparados entre culturas
puras e culturas mistas, os resultados apontaram que 99 de 112 cepas
apresentaram mudancas nos padrdes de metabolismo secundario no cocultivo.
Entre essas cepas, 41 produziram novos metabolitos somente em cultivo misto,
revelando que T. pulmonis alterou 0 metabdlito secundario de actinomicetos em
88% (ONAKA, 2017). Ha também relatos dentro de nosso grupo de pesquisa em
que o cocultivo do Streptomyces spp. com C. albicans iniciou a producdo de
substancias bioativas em 24 horas, enquanto em cultivo simples a bioatividade
teve inicio em 40 horas. O pico de producéo de substancias ocorreu em 72 horas
em ambos e a formacdo de maiores halos de inibicdo ocorre no cocultivo,

demonstrando assim uma maior eficiéncia deste tipo de cultivo (ASSIS, 2018).
1.3 Atividade Antimicrobiana

Os antibioticos foram uma das maiores descobertas do século XX.
Descobertos por acaso, por Alexander Fleming, em 1928, quando esse
esqueceu uma placa com Staphylococcus aureus aberta em seu laboratério ao
sair de férias. Ao retornar semanas depois para o local de trabalho percebeu que
um fungo, posteriormente identificado como pertencente ao género Penicillium,
era capaz de inibir o crescimento do microrganismo patogénico. Entdo a
substancia responsavel pela inibicdo que recebeu o nome de penicilina, tornou-

se o primeiro antibiético do mundo (FIOCRUZ, [s.d.]).

Segundo STROBEL & DEISE (STROBEL; DAISY, 2003), antibi6tico pode
ser definido como uma substancia de baixo peso molecular produzido por
microrganismos que apresentam atividade em baixas concentragdes contra
outros microrganismos. Atualmente ha uma necessidade muito grande de
desenvolvimento de novos antibidticos visando tratar infec¢cdes causadas por
agentes patogénicos que de alguma maneira evoluiram para a resisténcia aos
antibioticos mais comuns (SANCHEZ e DEMAIN, 2014; ALVIN; MILLER,;
NEILAN, 2014).

Habitualmente, antibiéticos tendem a perder sua eficacia com o passar do

tempo devido ao surgimento e disseminacdo de resisténcia entre agentes
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patogénicos (ROSSOLINI et al., 2014). A resisténcia a antibioticos € um dos
principais problemas relacionados ao cuidado a saude da atualidade, pois
impacta diretamente nas opg¢des de tratamento, no aumento da mortalidade, no
controle de infeccéo e ainda gera questdes econdmicas. Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) 90% das linhagens bacterianas sdo resistentes a
drogas de primeira escolha. Portanto, a busca por novas moléculas com
atividade antimicrobiana é urgente. Em fevereiro de 2017, a OMS liberou sua
primeira lista de agentes patogénicos prioritrios para a pesquisa e
desenvolvimento de novos antibioticos, na qual a P. aeruginosa resistente a
Carbepena foi classificada como prioridade critica e S. aureus meticilina
resistente (MRSA) foi classificado como prioridade alta. Além disso, a resisténcia
da levedura C. albicans aos fungicidas atuais também tem aumentando nos
altimos anos (SANGLARD, 2016).

A resisténcia aos antibiéticos pode ser adquirida, quando ha transferéncia
horizontal de genes, ou evoluida, quando hé resisténcia mutacional, incluindo
trés mecanismos principais que sdo: alteracdo dos alvos dos antibitticos,
degradacdo ou modificacdo quimica dos antibioticos e captacdo reduzida ou
aumento do efluxo através da parede celular bacteriana. Esses mecanismos séo
estimulados por varios genes e frequentemente estdo associados a outras
caracteristicas bacterianas importantes para a sobrevivéncia no hospedeiro
humano (SOMMER; MOLIN; JOHANSEN, 2020)

Diversos metabdlitos produzidos por endéfitos microbianos atuam como
agentes antimicrobianos contra patbgenos humanos, vegetais e animais, assim
a eficacia desses metabdlitos demonstram um grande potencial clinico para
diversos tratamentos médicos e veterinarios. Os antibiéticos que ocorrem na
natureza séo produtos de baixo peso molecular produzidos por microbios que
inibem o crescimento ou ainda matam fitopatogenos, bactérias, fungos, virus e
protozoarios, que estdo relacionados com doencas humanas e animais
(DEMAIN, 1981; EK-RAMOS et al., 2019; TRIPATHI et al., 2018).

A bioprospeccéo de produtos naturais € uma rica fonte para a descoberta
de novos farmacos por meio de isolamento de metabdlitos de organismos vivos
(ALVIN; MILLER; NEILAN, 2014; CAVICCHIOLI, 2017). Os microrganismos,

principalmente os endofiticos, produzem uma imensuravel diversidade de
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metabdlitos raros que abrangem diferentes acdes, dentre elas, autodefesa,
agressao e principalmente comunicacdo intercomunidades. Muitos destes
compostos, comumente apresentam valiosa atividade biolégica (HUTCHINSON,
1999). Estima-se que aproximadamente metade dos antibidticos produzidos
industrialmente, além de outros diversos compostos comercializados como
agentes imunossupressores, quimioterapicos, e vermifugos, sejam produzidos

por esses organismos (DA CRUZ et al., 2015).

Sabe-se que individuos imunocomprometidos (pacientes com AIDS,
cancer e transplante de 6rgaos) apresentam alto risco de desenvolver infeccdes
microbianas oportunistas por Clostridium difficile, Escherichia coli, Micrococcus
luteus, Mycobacterium tuberculose, Pneumocystis jirovecii, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, dentre outros, além de infeccBes parasitarias que podem ser
causadas por Cryptosporidium spp., Encephalitozoon spp., Isospora belli
Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi. A necessidade de prevengao e tratamento
de doencas humanas causadas pelos microrganismos citados acima levou a
descoberta e o desenvolvimento de novos e eficazes agentes terapéuticos aos
quais nao foi produzida resisténcia (CHINEDUM, 2005; EK-RAMOS et al., 2019;
STROBEL,; DAISY, 2003).

As principais classes dos compostos quimicos isolados de
actinobactérias, assim como bactérias endofiticas, incluem policetideos,
peptideos ndo ribossomais, terpenos e alcaloides. Estes compostos sdo
sintetizados, respectivamente, por complexos enzimaticos conhecidos como
policetideo sintase (PKS), peptideo ndo ribossomal sintetase (NRPS), terpeno
sintase (TS) e dimetilail difosfato triptofano sintase (DMATS) (COLLEMARE et
al., 2008). Devido a estes fatores, alguns estudos tem avaliado seus isolados
bacterianos quanto ao seu potencial biossintético de produzir metabdlitos
secundarios por PCR dos genes PKSI, PKSIl e NRPS (CHEN et al., 2019; SHAN
et al., 2018).

Compostos da classe dos peptideos sdo comumente produzidos por
microrganismos endofiticos e podem ser sintetizados em duas vias, a via
ribossomal e a néo-ribossomal que incluem peptideos modificados e
amplamente produzidos por bactérias (NETT; IKEDA; MOORE, 2009).
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Policetideos e peptideos nao ribossomais sdo metabdlitos secundarios de
grande importancia que por sua vez apresentam uma ampla diversidade
estrutural e diversas aplicacbes farmacéuticas, incluindo uma série de
medicamentos de grande importancia clinica (LETUNIC et al., 2008; WANG;
SIVONEN; FEWER, 2015).

Organismos vivos de todos os tipos podem ser produtores de um grupo
diversificado de moléculas que sdo chamadas de peptideos antimicrobianos
(PAMSs) os quais também fazem parte do sistema imune inato (GIULIANI; PIRRI;
NICOLETTO, 2007). Ha uma grande diversidade de PAMs, porém em sua
maioria, eles agem danificando a membrana celular através da formacdo de
poros, levando ao efluxo de substéncias que desestabilizam a célula e resulta
em morte (PETERS; SHIRTLIFF; JABRA-RIZK, 2010). E importante citar que
uma caracteristica essencial dos PAMs é sua preferéncia por interacfes
microbianas, 0 que em muitos casos 0s tornam ndo téxicos as células de
mamiferos. Estes peptideos abrangem atividades sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, protozoarios, leveduras, fungos e virus. Os PAMs
demonstram em sua maioria serem bactericidas e ndo bacteriostaticos, pois
agem rapidamente sobre o microrganismo causando sua morte. Estudos
também demonstraram algumas func¢des imunomoduladoras dos PAMs, ou seja,
atuando como quimiocinas ou ainda induzindo sua produc¢éo, podendo também
induzir a producdo de citocinas proé-inflamatérias promovendo cicatrizacdo e
modulando repostas de células dendriticas e da resposta imune adaptativa
(FENG; WANG; YU, 2017).

Complementando, os lipopeptideos sdo moléculas constituidas por uma
sequéncia de aminoacidos que podem estar dispostos de forma linear ou ciclica,
na qual uma porcéo lipidica esta associada. Esses compostos apresentam-se
ativos contra um grande numero de espécies de bactérias e fungos (ONGENA;
JACQUES, 2008).

1.4 Atividade Leishmanicida

As leishmanioses sdo doencgas consideradas negligenciadas e endémicas
em 98 paises, com maior ocorréncia em paises emergentes e estdo entre uma

das seis enfermidades tropicais prioritarias a saude publica global. Cerca de 1
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bilhdo de pessoas estdo em éareas consideradas de risco. A doenca esta
associada a desnutricdo, condicbes precarias de habitacdo e sistema
imunolégico debilitado. As manifesta¢des clinicas incluem as formas visceral e
cutanea da doencga, que juntas causam quase 1,6 milhdo de casos por ano
(ALVAR et al., 2012; ANSTEAD et al., 2001).

As leishmanioses possuem varias formas clinicas divididas em:
Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV). A LV é
caracterizada por febres irregulares, anemia, perda de peso, aumento do baco e
do figado (WHO, 2018). A LT, forma cutanea da doenca, € a mais comum,
podendo ser subdividida em cutanea, cutanea difusa e muco cutanea.
Resumidamente apenas dez paises representam 70% a 75% da incidéncia
global estimada de LT, sendo estes: Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Ird,
Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru (AKHOUNDI et al., 2016;
ALVAR et al., 2012). A LT é caracterizada por causar Ulceras espalhadas pelo
corpo (rosto, bragcos e pernas), 0 que pode causar incapacidade e excluséo
social do individuo acometido. Quando as ulceras cicatrizam, sistematicamente
deixam cicatrizes permanentes sendo, muitas vezes, a causa de um grave
prejuizo social (PELISSARI et al., 2011).

A infeccéo por leishmania ocorre quando insetos hematéfagos (fémeas)
sugam o sangue do individuo contaminado contendo amastigotas ou macrofagos
infectados. Entdo, j& no trato digestivo do inseto, ocorrera 0 rompimento da
membrana dos macrofagos infectados e as amastigotas liberadas irdo se
diferenciar na forma promastigota. Estas formas sao afiladas, exibem flagelo livre
e se multiplicam no intestino do vetor (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003). As
formas promastigotas perdem a capacidade de adesao ao epitélio do intestino
do vetor tornando-se moveis e infectantes chamadas de metaciclicas
(AKOPYANTS et al., 2004). As formas metaciclicas infectantes migram para a
probéscide do vetor onde serdo transmitidas para o hospedeiro vertebrado
durante a picada do flebotomineo (Figural), (PETERSEN; GREENLEE, 2011).
Finalmente, no local da picada, as formas metaciclicas sdo fagocitadas por
células do sistema fagocitico mononuclear, assim as promastigotas
sobreviventes se diferenciam em amastigotas (COURRET et al., 2002), sendo
esta responsavel pelo estabelecimento da doenca e disseminacao da infeccéo

pela sua replicacdo no interior da célula hospedeira (HENARD et al., 2014).
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Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania. ( Imagem de Centers for Disease Control and
Prevention Image Library, adaptada).

Em 2017, 20.792 dos 22.145 (94%) novos casos relatados a OMS
ocorreram em sete paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul
e Sudao. Quase 90% dos casos de leishmaniose muco cutanea ocorrem nos
paises: Bolivia, Brasil e Peru (WHO, 2018). Estes dados ressaltam a grande
importancia da pesquisa de novos compostos ativos contra esse tipo de
organismo.

Os antimoniais pentavalentes, como o Pentostan e o Glucantime, tém sido
utilizados ha muitos anos como as drogas de primeira escolha quando se trata
de leishmaniose, embora estes apresentem resultados clinicos satisfatorios
contra a leishmaniose tegumentar, o tratamento da doenca apresenta eficacia
limitada e desvantagens como: administracdo parenteral diéria, toxicidade,
tratamentos prolongados e hospitalizacdo do paciente (CHAKRAVARTY;
SUNDAR, 2010). A Anfotericina B e a Pentamidina s&o as drogas de segunda
escolha apesar das desvantagens significativas, em especial em termos de
eficacia, custo, duracdo do tratamento, toxicidade e via de administracdo
(MACIEL-REZENDE et al., 2013).
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1.5 Citotoxicidade e Atividade antitumoral

Técnicas de cultura celular sédo consideradas uma das alternativas mais
confiaveis para a avalicdo do crescimento, morfologia e fisiologia das células. A
proliferacdo de células vivas de animais pode ser observada in vitro por um
periodo consideravel desde que sejam supridas todas as necessidades
fisioldgicas e nutricionais das células fornecidas geralmente por um composto
liguido denominado por meio de cultura. A aplicacdo de pesquisas in vitro é
ampla e pode ser desenvolvida a partir de cultura de células, assim podemos
citar: os estudos fisiolégicos e bioquimicos de células normais e tumorais;
avaliacao dos efeitos de composicfes quimicas ou farmacos diversos sobre tipos
especificos de células; geracdo de tecidos artificiais; sintese de materiais
bioldgicos, sintese de proteinas recombinantes, dentre outros.

O céancer é na atualidade um dos mais importantes problemas de saude
publica mundial, sendo a doenca que mais causa mortes. Esta patologia é
caracterizada pelo crescimento descontrolado e desordenado de algumas
células que por meio de mutagdes se tornam ndo adeptas aos sinais de controle
de proliferacdo, morte e diferenciacdo celular. Essas mutacdes levam a
alteracdes na expressdo ou funcdo de genes-chave importantes para estes
processos (ALMEIDA et al., 2005). Se tratando de endofiticos correlacionados a
atividade antitumoral, ndo tem como deixar de se citar o classico exemplo do
Taxol. Este diterpendide é uma das drogas anticancer mais potentes, aprovado
pelo FDA (Food and Drug Administration), porém devido a coleta indiscriminada
da arvore que o produz, seu acesso ja esteve limitado. Foi entdo que estudos
verificaram que o Taxol também pode ser obtido a partir da fermentacdo do
endofitco Taxomyces andreanae e a partir desse momento, VAarios
pesquisadores publicaram ter encontrado novos endofiticos produtores de Taxol
(STIERLE et al., 1993; STROBEL etal., 1996; Ll et al., 1996; WANG et al., 2000;
PURI et al., 2005; AMRANI et al., 2012).

Nos ultimos anos, ha um interesse crescente no desenvolvimento de
terapias complementares e novas alternativas as drogas atualmente disponiveis
no mercado, uma vez que as terapias atuais como quimioterapia e radioterapia
afetam ndo somente células tumorais, mas também n&o tumorais, causando

muitos efeitos colaterais ndo desejaveis. Mesmo com o grande avanco cientifico
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na area medica que tivemos na ultima década, o tratamento para o cancer ainda
apresenta inumeras limitacdes. Neste contexto, a busca por novas substancias
com potencial bioatividade ainda é de grande importancia, sendo os endofiticos
uma rica fonte para busca de novos metabdlitos ativos (GONZALEZ et al., 2020)
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos especificos

e Padronizar melhores condi¢cBes de cultivo das culturas mistas de
Paenibacillus polymyxa;

e Empregar a técnica cultivo misto utilizando Paenibacillus polymyxa,
juntamente com cepas potencialmente patogénicas utilizadas como indicadoras
e avaliar a atividade dos caldos fermentados. Assim como, usar da mesma
técnica utilizando fungos fitopatogénicos;

e Avaliar os caldos fermentados de cultivo simples e misto para
determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) contra 8 diferentes cepas
bacterianas potencialmente patogénicas, comparando 0s mesmos;

e Avaliar os caldos fermentados de cultivo simples e misto para
determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) contra 8 diferentes
cepas bacterianas potencialmente patogénicas, comparando oS mesmos;

e Avaliar os caldos fermentados de cultivo simples e misto para
determinacao de sua atividade leishmanicida (in vitro);

e Avaliar os caldos fermentados de cultivo simples e misto que
apresentarem melhores resultados para determinac&o de sua citotoxicidade (in
vitro);

e Avaliar os caldos fermentados de cultivo simples e misto que
apresentarem melhores resultados para determinacdo de sua atividade

antitumoral (in vitro);
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3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo simples

As culturas simples de Paenibacillus polymyxa, assim como das bactérias
potencialmente patogénicas: S. aureus e E. coli e da levedura Candida albicans
foram preparadas e utilizadas como controle para a bioatividade dos cultivos

mistos.

3.1.1 Cultivo simples de Paenibacillus polymyxa

Para a producgéo do caldo fermentado por P. polymyxa, foi utilizado o
modelo seguido por SERRANO (SERRANO; 2012), onde foi determinada a
concentracdo de 16 g/L de glicose no meio International Streptomyces Project
Medium (number 2), (ISP2) e suplementacdo com 1% de peptona bacteriologica,
como meio 6timo para a estimulacdo e producdo de metabdlitos secundarios.
Todas as cepas citadas estao depositadas na colecdo de culturas do Laboratério
de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB) do Departamento de Morfologia e
Patologia (DMP) Universidade Federal de Séao Carlos (UFSCar).

Cepas de P. polymyxa previamente reativadas em caldo ISP2 modificado
foram semeadas em placas com meio ISP2 modificado pela técnica de
esgotamento, as placas foram mantidas em estufa bacteriolégica 48 horas a 28
°C. A partir do cultivo de 48 horas de incubacado, obteve-se duas colbnias
isoladas que foram adicionadas em 50mL de caldo de cultivo, estas, foram
incubadas por 24 horas a 28 °C e 180 rpm, foi entdo retirado 1 mL deste para
realizar a leitura de absorbancia do caldo fermentado, apG4s a leitura ajustou-se
a concentracao da solucdo de indculo para 0,1 de absorbancia. Entdo 5% (v/v)
do in6éculo foram transferidos para um Erlenmeyer contendo 150 mL do meio de
producéo (Figura 2). Este Erlenmeyer foi mantido em shaker orbital a 180 rpm,
a 30 °C por 168 horas. Apo0s este processo os caldos foram fracionados em tubos
de fundo cénico de 50 mL e centrifugados a 10.000 rpm por 20 minutos na

temperatura de 4°C.
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Figura 2: Esquema demonstrativo da sequéncia de passos para producédo do caldo
fermentado por P. polymyxa em cultivo simples

3.1.2 Cultivo simples dos demais microrganismos utilizados como
estimuladores

As cepas utilizadas para essa etapa foram: S. aureus, E. coli, e C.
albicans, foi preconizado o uso de uma bactéria Gram-positiva, uma Gram-
negativa e uma levedura. Todas as cepas foram descongeladas e reativadas,
sendo que as cepas bacterianas foram reativadas em Trypticase Soy Broth
(TSB) e as cepas de C. albicans foram reativadas em Potato Dextrose Broth
(PDB). Ambas foram mantidas em estufa a 37 °C por, no minimo, 24 horas. Apos
o tempo estabelecido, as cepas bacterianas foram semeadas em placas
contendo Trypticase Soy Agar (TSA) e cepas fungicas em Potato Dextrose Agar
(PDA) pela técnica de esgotamento. A partir do cultivo de 48 horas de incubacéo,
obteve-se quatro coldnias que foram adicionadas em 20 mL de caldo de cultivo,
estas, foram incubadas 24 horas a 28 °C e 180 rpm. Entao, foi retirado 1 mL
destes para realizacdo da leitura de absorbancia do caldo fermentado, apés a
leitura, ajustou-se a concentracdo da solucao para 0,1 de absorbancia (Férmula
1), que corresponde a concentracdo de 1,5 x 102 Unidades Formadoras de
Colbnia por mL (UFC/mL) (ANVISA, 2008).
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C1=0,978(abs) cultivo de 24 horas
C2= 0,1 (abs) concentragao desejada
V2 =20 mL = 20000 uL volume final

ClxV1=C2xV2

_ €2xV2 _ 0.l{abs)x 20000ul

V1 -
cl 0.978 (abs)

= 2045uL

(volume do cultivo de 24 horas)

Equacéo 1: Calculo para ajuste da concentracdo do pré-inoculo a 0,1 de absorbancia

Usando a Equacdo 1 como exemplo, pipetou-se entdo 2045 uL desse
caldo fermentado e completou-se com 17955 uL de solugdo salina estéril,
totalizando 20000 uL em uma concentragcao de 0,1 de absorbancia. Entdo 7,5
mL do in6culo (5% v/v) de cada uma das cepas potencialmente patogénicas foi
transferido para um Erlenmeyer contendo 150 mL de TSB (S. aureus e E. coli) e
150 mL de PDB (C. albicans).

Os cultivos simples de microrganismos potencialmente patogénicos foram

utilizados apenas como controle para a bioatividade dos cultivos mistos.

3.2 Cultivo Misto

3.2.1 Cultivo misto de bactérias endofiticas com microrganismos
potencialmente patogénicos

Os microrganismos endofiticos foram cultivados em meio ISP2 modificado
nas condicdes descritas na sesséo 4.1.1 para obtencdo do inéculo. Os inéculos
de microrganismos potencialmente patogénicos E. coli, S. aureus e C. albicans

foram cultivados como descrito na secao 4.1.2.

Posteriormente, 5% (v/v) do in6culo do microrganismo endofitico e 0,1%
(v/v) do microrganismo indicador (IGARASHI, 2005 adaptado) foram adicionados
em tubos de fundo cénico contendo 5 mL de ISP2. Os tubos foram incubados a
28 °C e 180 rpm por 168 horas em shaker orbital. Apés cada um dos periodos
pré-estabelecidos os caldos fermentados foram centrifugados a 10.000 rpm por
20 minutos na temperatura média de 4 °C, para que houvesse subtracéo de
células e restos celulares. Cada caldo fermentado antes de ser testado foi filtrado

em filtro de celulose para seringa de 0,22 um para esterilizagao.
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3.2.2 Cultivo misto de bactérias endofiticas com fungos fitopatogénicos
Foram realizadas culturas mistas envolvendo um fungo fitopatogénico e
uma bactéria endofitica. Os fungos utilizados na producéo dos cultivos mistos
foram: F1 — Ceratocystes paradoxa e F2 — Moniliophtora paradoxa (Tabela 1). A
partir destes dois fitopatdgenos foram preparados os cultivos mistos para
posterior analise de atividade antibacteriana. Também foi preparado um caldo
de cultivo simples contendo apenas o fungo fitopatdgeno utilizado neste

experimento para que fosse utilizado como controle.

Para este experimento, os dois fitopatdgenos citados acima foram
reativados em PDA e mantidos por 7 dias & 28 °C. ApGs esse periodo foram
cortados de maneira asséptica 9 discos de agar + fungo, e posteriormente
adicionados em um Erlenmeyer 500 mL, contendo 150 mL de caldo batata. Estes
caldos foram mantidos em shaker orbital, por 3 dias, a 120 rpm e 30 °C.
Simultaneamente, foi preparado o caldo fermentado a partir de P. polymyxa
como ja citado anteriormente. O cultivo misto foi iniciado com a adi¢cdo de 4 mL
do cultivo de trés dias das bactérias endofiticas sendo adicionado aos 150 mL
do cultivo, também de trés dias, dos fungos mencionados. Esse cultivo misto foi
mantido em shaker orbital por mais 11 dias, a 120 rpm e 30 °C. Apds extracao
dos microrganismos por centrifugacdo a 10.000 rpm, 4 °C por 20 minutos, foram
obtidos os caldos fermentados (CHAGAS, 2014).

Tabela 1: Relacdo dos cultivos mistos realizados; Cepa endofitica mais cepa indicadora.

Caldo Fermentado Misto Endofitico (+) Microrganismos
indicadores
CFM 1 P. polymyxa S. aureus
CFM 2 P. polymyxa E. coli
CFM 3 P. polymyxa C. albicans
CFM 4 P. polymyxa C. paradoxa

CFM 5 P. polymyxa M. paradoxa



39

Totalizaram-se entédo, neste primeiro momento, cinco diferentes cultivos
mistos, mais cinco controles, incluindo as culturas puras de cepas indicadoras
de microrganismos potencialmente patogénicos e fungos fitopatogénicos
utilizados para a estimulagdo da producdo de metabdlitos secundérios a partir

dos endofiticos.

3.3 Curva de Bioatividade

Foi avaliada a bioatividade dos caldos fermentados (CF) coletados a cada
24 horas, tendo-se entdo os tempos de: 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas.
Foram utilizados para este ensaio todos os caldos fermentados citados
anteriormente. Para o bioensaio de atividade antimicrobiana em diferentes
tempos, os caldos fermentados foram cultivados em tubos de fundo conico, pois

um menor volume foi utilizado para tal teste.

Apos o preparo dos caldos fermentados de cultivo misto, os mesmos
foram submetidos ao teste de antibiograma, para avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos caldos nos diferentes tempos ja citados, frente as seguintes

cepas: S. aures, E. coli e C. albicans.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, as bactérias potencialmente
patogénicas foram semeadas em meio TSA e cultivadas por 48 horas. Com o
auxilio de um palito previamente esterilizado foi entdo retirado uma pequena
aliquota de cada microrganismo utilizado, estas foram diluidas em tubos de
ensaio contendo 5 mL de solucéo salina a 0,9% e ajustadas na escala 0,5 de Mc
Farland em espectrofotdmetro,o que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL (ANVISA,
2008).

Para 0 método de difusdo em Agar - Técnica do Disco e do Poco (GROVE
e RANDALL, 1955), as placas contendo Agar Mueller Hinton (MH, KASVI)
preparadas antecipadamente, foram deixadas em repouso até atingir
temperatura ambiente, posteriormente, com swab estéril, cada microrganismo
potencialmente patogénico foi semeado em placa de Petri. Foram feitos pocgos
de 9 mm de didmetro com o uso da base de uma ponteira de 1000 uL
esterilizada. Em seguida, foi adicionado a cada poco 100 pL do CF a ser
avaliado. Apds todo o procedimento as placas foram incubadas durante 24 horas
a 37 °C para posterior leitura qualitativa de formacdo de halo (GROVE;

RANDALL, 1954). Todos os testes foram realizados em triplicatas.
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3.4 Ensaio de microdiluicéo

Para o ensaio de microdiluicdo, a metodologia utilizada foi a diluicdo em
placa de 96 pocos (VANDEN BERGHE; VLIETINCK 1991). Os microrganismos
utilizados para o teste de microdiluicdo foram: Escherichia coli ATCC 25922,
Micrococcus luteus ATCC 9341, Salmonella setubal ATCC 19196,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 14502, B.
subtillis, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Staphylococcus
saprophyticus. Os in6culos dos microrganismos potencialmente patogénicos
citados foram padronizados em 0,5 na escala de Mc Farland como citado
anteriormente. Em seguida foi realizada uma diluicdo 1:10 em salina, onde entéo
foram adicionados uma suspenséo bacteriana de 1,0 x 10” UFC/mL (PATEL
J.B., etal., 2015).

Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados em toda a placa, com
excecdo de onde foi realizado o controle, 100 yL de caldo MH. Na coluna 1
adicionou-se a toda coluna 100 pL do caldo fermentado a ser testado na
concentracédo de 40000 pg/mL1, resultando em uma primeira concentracdo de
20000 pg/mL?t. Realizou-se diluicido seriada onde foram obtidas as
concentracGes de 10000; 5000; 2500 e 1250 pg/mL™*. Nos pogos de controle,
foram adicionados 100 pL de caldo MH. Para finalizar foram adicionados 20 pL
da suspenséao bacteriana previamente preparada nas linhas A, B, Ce D, e 20 uL
de solucédo salina nas linhas E, F, G e H, sendo as primeiras 4 linhas os testes e
as outras 4 linhas seus brancos, obtendo-se um volume final de 120 pL por poco,
(Figura 3). As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas.
Apbs o periodo de incubacéao, foram adicionados 20 pL do revelador Resazurina
(SIGMA-ALDRICH, EUA) a 0,01% em cada poco, logo em seguida as placas
foram armazenadas em local protegido de luz, e os resultados foram observados
apo6s 60 minutos +20 minutos. Foi realizado a leitura das placas na absorbancia
a 620 nm, em leitora automatica de microplacas (TP-READER NM-THERMO
PLATE) (CLSI, 2012).
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Figura 3: Placa de 96 pocos representativa do teste de Microdiluicdo. A coluna 1
em amarelo representa a adigdo de 100 pL do composto a ser testado, o qual foi
submetido a diluicdo seriada como mostra as letras em cada poco da linha H; A
coluna 12 em vermelho representa os pocos de controle onde adicionou-se
apenas 100 pL de meio MH e 20 yL da suspensao bacteriana.
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3.5 Determinacgao da concentracdo bactericida minima

A determinagdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada
em paralelo ao teste para determinacao da CIM. Antes de pingar o revelador nos
pocos da microplaca, foi retirada uma aliquota de 10 pL de cada concentracdo e
plagueadas em agar MH. As placas foram encubadas em estufa a 37 °C por 24
horas. A CBM foi definida a partir da menor concentracdo em que nao houve

crescimento bacteriano.

3.6 Curvade sobrevivéncia - Time Kill test

Para realizagdo do teste de Time Kill, foram selecionados os resultados
mais promissores envolvendo pelo menos uma cepa GRAM-positiva e uma cepa

GRAM-negativa, sendo assim, foram selecionados: Caldo fermentado de P.
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polymyxa mais S. aureus, para inibicado de E. coli e Pseudomonas aeruginosa e
Caldo fermentado de P. polymyxa mais C. albicans para inibicdo de S.
saprophyticus. As concentracdes utilizadas para o teste foram a CIM e CBM
encontradas nos testes anteriores. Apos padronizacdo do inéculo conforme
descrito na sesséo 3.4, uma aliquota de 500 uL do mesmo foi adicionada em 2,5
mL de caldo MH j& preparado com as concentracdes dos compostos a serem
testados. As concentragdes utilizadas foram: 1250 pg/mL?t (CIM - E. coli e
Pseudomonas), 2500 pg/mL?* (CBM — E. coli e Pseudomonas), 5000 pg/mL™*
(CIM — S. saprophyticus), 20000 pg/mLt (CBM — S. saprophyticus). Os tubos
foram entdo incubados em estufa bacterioldgica a 37 °C. Foram estabelecidos
0S seguintes intervalos de tempo para a elaboragéo da curva: 0, 2, 4, 6, 8, 10,
16, 24 horas. Assim uma aliquota de 100 pL de cada cultivo com seus
respectivos tratamentos foi adicionada a 900 uL de solucéo salina 0,85% e entdo
foi realizado diluicdo seriada até a diluicdo de 10 (CLSI, 2012). Apds realizar a
diluicdo seriada, 4 gotas de 15 pL de cada uma das diluicbes foram semeadas
em Agar Nutriente e incubadas a 37 °C por 24 horas, apds esse periodo foi
realizada a contagem de colénias (MILES e MISRA, 1938). Para o célculo de
unidades formadoras de col6nia por mL (UFC/mL) foi utilizada a seguinte

equacao:

(Média de colonias contadas x Diluicdo x 1000)
UFC.mL =

Volume da gota em pL

Equacéo 2: Formula para obtencdo da UFC/mL

3.7 Atividade leishmanicida

As cepas de Leishmania infantum chagasi (forma promastigota) utilizadas
para este experimento foram mantidas em criotudo e armazenadas em
nitrogénio liquido, estas fazem parte da colecéo do Laboratorio de Inflamacéo e
Doencas Infecciosas (LIDI) — DMP — UFSCar. Antes de se realizar o experimento
€ importante citar que estas cepas foram descongeladas e mantidas em frascos
T (KASVI, BRA) de 25 cm? com 4 mL de meio 199 (SIGMA- ALDRICH, EUA),

suplementado com soro fetal bovino (SFB) (LGC, BRA), antibiéticos Penicilina/
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Estreptomicina (GIBCO, EUA) e L-glutamina (SIGMA-ALDRICH, EUA), por no
minimo 72 horas, sendo que a cada 24 horas 0 meio era renovado assim

mantendo sua viabilidade.

Em uma placa de 96 pocos, adicionou-se aos poc¢os 100 pL de meio 199,
com excecédo da coluna 12 que foi reservada para realizacdo do controle, entdo
na primeira coluna, adicionou-se 100 pL do caldo fermentado previamente
diluido a 40000 pg/mL* e filtrado, nas seguintes colunas realizou-se diluicdo
seriada, obtendo-se entéo as concentragdes de: 20000 pg/mLt, 10000 pg/mL*,
5000 pg/mL-t, 2500 pg/mLt, 1250 pg/mL™t. Nas linhas E, F, G e H adicionou-se
mais 100 uL de meio 199 (branco) e nas linhas A, B, C e D adicionou-se 100 uL
da suspenséo celular de Leishmania a (1 x 106). S6 entédo na Ultima coluna (12)
foram adicionados 100 pL de meio 199, apdés, nas linhas A, B, C e D adicionaram-
se 100 pL da suspenséao contendo cepas de leishmania e nas linhas E, F, G e H
mais 100 uL de meio 199, (Figura 4). As placas foram incubadas a 28 °C por 24
e 48 horas. Para a avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o teste
colorimétrico da Resazurina (SIGMA-ALDRICH, EUA). Ap6s cada periodo de
incubacéo, foram adicionadas 20 uL de Resazurina a 1,5 mM e incubadas em
camara de COz entre 5 e 10%. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de
microplacas (TP-READER NM-THERMO PLATE) com comprimento de onda de
550 nm (SIFAQUI, et al., 2014).
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Figura 4. Placa de 96 pocos representativa do teste de Leishmania. A coluna 1 em verde
representa a adigcdo de 100 pL do composto a ser testado, o qual foi submetido a diluicdo
seriada como mostra os nameros em cada pogo da linha H; A coluna 12 em vermelho
representa 0s poc¢os de controle negativo onde adicionou-se apenas 100 pL de meio 199 e
100 pL da suspensao contendo cepas de Leishmania, nas linhas de A a D, sendo as demais
linhas o branco do teste.
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3.8 Ensaio de citotoxicidade dos caldos fermentados

Foram avaliadas nesse ensaio a citotoxicidade do cultivo simples de P.
polymyxa e do cultivo misto P. polymyxa + S. aureus, o qual apresentou-se como
o melhor dos cultivos mistos testados.

As linhagens celulares utilizadas para tal ensaio foram: fibroblastos
HDFn, cultivados em Minimum Essential Medium Eagle (a-MEM) e
gueratinécitos HaCat, cultivados em Gibco Roswell Park Memorial Institute
medium (RPMI) respectivamente. Ambas linhagens celulares sé&o pertencentes
ao Laboratorio de Inflamagé&o e Doencgas Infecciosas — LIDI.

Linhagens celulares foram plagueadas em placas de 96 pocos, contendo
2 x 10* células/pogo em 200 pL de meio a-MEM ou RPMI e cultivadas durante
24 horas ou até que as mesmas aderissem ao fundo do poco, a 37 °C em estufa

com 5% de CO2. ApGs a adesédo das células ao fundo do poco, o meio foi
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descartado e os pocos foram lavados com PBS. Realizada a lavagem, foram
entdo adicionados 100 pL do meio selecionado para cada célula (sem fenol) e
mais 100 pL de diferentes concentragbes do caldo fermentado previamente
diluido em meio correspondente. As concentragdes utilizadas para esse ensaio
foram: 10000 pg/mL-1, 5000 pg/mL-t, 2500 pg/mL2, 1250 pg/mL? e 625 pg/mL2.
Como controle negativo (C-) foi utilizado apenas meio de cultura e como controle
positivo (C+) foi utilizado extran 5%. As placas foram incubadas no periodo de
24, 48 e 72 horas nas condi¢des previamente estabelecidas.

Apo6s atingidos cada um dos tempos de incubacéo, foi retirado uma
aliquota para realizacao de outros testes. Entdo 15 pL (10% do volume final do
posso) de (5000 ug/mL de MTT + meio de cultura incompleto) foram adicionados
nas placas, estas foram incubadas por 4 horas. Os cristais de formazan formados
foram solubilizados com 100 uL de Dimetilsulféxido (DMSO), homogeneizados e
entdo todo o volume final do poco foi transferido para outra placa, assim evitando
a interferéncia das bolhas durante a leitura. A absorbancia foi medida em um
espectrofotometro de placa (TPReader NM-Thermo Plate) a 570 nm. A
porcentagem da viabilidade celular foi calculada com a absorbancia de células
nao tratadas (controle negativo) representando 100% da viabilidade celular.

Foram realizados trés experimentos independentes em quadruplicada.

3.9 Migracao celular

O ensaio consiste em criar um risco no fundo de um poco contendo
cultura celular e mensurar a taxa de migracdo das células. Para tal, foram
utilizadas placas de cultura de 48 pocos (Kasvi, BR) e as células foram
plaqueadas em uma concentracdo de 3 x 10° células/poco. Apds 48 horas de
incubacgéo a (37 °C, 5% de CO2) nas células aderidas ao fundo do poco, foi
realizado um risco no sentido vertical com o auxilio de uma ponteira de pipeta
P200. O meio de cultura foi aspirado e foi colocado 1 mL de solucdo de
Phosphate Buffered Saline (PBS) para lavar e eliminar resquicios de células que
foram desprendidas durante a confeccao da ranhura. O PBS foi desprezado e
foram adicionados 500 pL de meio e 500 pL dos compostos testados, totalizando
um volume final de 1 mL por poc¢o. Foram testadas as seguintes concentragdes:
10000, 5000, 2500, 1250 e 625 ug/mL-1. A partir deste momento, as placas foram
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levadas ao microscopio invertido com uma camera fotografica acoplada. Para a
linhagem celular HDFn as imagens foram capturadas no primeiro periodo que foi
denominado tempo 0, apds foram capturadas as imagens de 6 em 6 horas até
se estabelecer 24 horas, ap6s esse periodo também foram capturadas imagens
em 48 e 72 horas. Ja para a linhagem celular HaCat, as imagens foram
realizadas no tempo 0 e de 8 em 8 horas até atingir as primeiras 24 horas. Apos
esse periodo também foram feitas as imagens nos tempos de 48 e 72 horas.
Para o ensaio de migragao utilizando a linhagem celular HaCat, foi
estabelecido um intervalo maior na captura das imagens devido ao seu

crescimento ser mais lento comparado a linhagem de HDFn.

3.10 Acao antitumoral dos caldos fermentados

As células HepG2 / C3A sao hepatomas do figado humano, sendo
amplamente utilizadas em estudos in vitro como modelos para avaliar a
citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade de diferentes compostos
quimicos (WESTERINK; SCHOONEN, 2007a, 2007b). Células HepG2/C3A,
pertencentes ao Laboratdrio de Inflamacao e Doencas infecciosas - LIDI foram
cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (LGC
Biotechnology), 1% de Penicilina/ Estreptomicina (Sigma-Aldrich Brazil Ltda),
em garrafa T25 para cultura celular. As células foram mantidas em estufa imida
a 37 °C com 5% de CO:a. A citotoxicidade in vitro dos compostos estudados em
relacdo a linhagem celular citada, foi avaliada conforme metodologia adaptada
da ISO 10993-5(1S010993-5, 2009) e descrita por Neamnark et al. (2007),
utiizando método de reducdo do (MTT- [3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) 2, 5-
difeniltetrazolium bromide] -Sigma-Aldrich, EUA), como ja descrito na sessao
3.8, também nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

3.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados quanto a sua normalidade e
homoscedasticidade por meio dos testes de Shapiro Wik e Levene,
respectivamente. Apos a definicdo do tipo de amostra analisada (paramétrica ou
nao parameétrica), os resultados foram comparados por meio de analises de
variancia (ANOVA one way ou analises nao paramétricas). Uma vez

identificadas diferengas significativas, aplicou-se o post hoc de Tukey (para
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amostras paramétricas) e Teste de Dunn’s (para amostras nao paramétricas). O

limite de significancia estatistica adotado foi p < 0.05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivo misto e avaliacdo antimicrobiana

O caldo fermentado obtido a partir de cepas de P. polymyxa ja teve sua
acdo comprovada contra cepas potencialmente patogénicas (CAVICCHIOLI,
2017; SERRANO, 2014). Entdo no presente estudo avaliou-se a atividade da
mesma quando cultivada em cultivo misto a partir de Paenibacillus polymyxa e

as cepas indutoras S. aureus, E. coli, C. albicans, C. paradoxa e M. paradoxa

Em relacéo aos testes de triagem utilizando a metodologia de difusdo em
agar, os halos apresentados tiveram as médias de 12,7 mm contra S. aures; 12
mm contra E. coli e ndo se obteve halos de inibicdo contra C. albicans.
(CAVICCHIOLI, 2017)

No presente estudo, quando 0 mesmo microrganismo foi cultivado em
cultivo misto os halos de inibicdo foram maiores, demonstrando até 20 mm contra

S. aureus, 13 mm contra E.coli e 14 mm contra C. albicans (Figura 5).

S. aureus E. coli C. albicans

P. polymyxa + S. aureus

P. polymyxa + E. coli
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P. polymyxa + C.
albicans

Figura 5: Ensaio de atividade antimicrobiana utilizando os caldos fermentados a partir
de diferentes cultivos mistos. Cada poc¢o representa um diferente tempo de fermentagéo
do caldo. Onde: (1) 24 horas, (2) 48 horas, (3) 72 horas, (4) 96 horas, (5) 144 horas e
(6) 168 horas.

Com base nos dados obtidos o tempo onde se estabeleceram os maiores
halos, foi de 168 horas para ambos cultivos mistos testados (Figura 6), assim o
tempo de fermentacdo do caldo obtido nos cultivos mistos foi padronizado em
168 horas para realizacdo das proximas etapas. Se tratando da diferenca de
eficacia entre os trés diferentes cultivos mistos testados, ndo houve diferenca
significativa em relacédo a atividade antimicrobiana dos caldos frente as cepas
testes, pois optamos em utilizar de uma metodologia qualitativa para triagem da
atividade, ambos os caldos demonstraram aplicabilidade para utilizagdo como

promissor agente de atividade inibitéria antimicrobiana.
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Figura 6: Atividade antimicrobiana dos trés diferentes cultivos mistos frente as cepas
testes previamente selecionadas, nos tempos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas.
(A) Cultivo misto obtido a partir da fermentacdo de P. polymyxa mais S. aureus; (B)
Cultivo misto obtido a partir da fermentacéo de P. polymyxa mais E. coli; (C) Cultivo
misto obtido a partir da fermentacéo de P. polymyxa mais C. albicans.

Levando em consideracdo que a fase estacionaria de cepas de P.
polymyxa se d4 em 48 horas e que a obtencdo dos maiores halos de inibicdo se
deu em 168 horas, podemos propor que mesmo apoés ter se obtido o fim da fase
estacionaria, os metabdlitos ali presentes, de forma ainda nao estabelecida,
aumentam seu potencial de acdo contra microrganismos potencialmente

patogénicos.

A biossintese do antibiético pestalona pelo fungo Pestalotia sp., € um
exemplo de inducdo da expressdo de uma rota biosintética em resposta ao
cultivo misto com bactéria marinha unicelular (CUETO et al., 2001). A partir de
uma mistura de microrganismos originarios de sedimentos marinhos foi isolada
a piocianina, um pigmento azul com atividade antibiotica que ndo havia sido
detectado em culturas puras. Foi verificado ainda que a produgéo de pequenas

moléculas pela linhagem indutora ndo é suficiente para ativar a produgédo do

SERE

|

24hs
48hs
72hs
96hs
120hs
144hs
168hs
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composto, sugerindo que a inducdo necessita de contato célula-célula, ou
mecanismos mais complexos, como a constante troca de metabdlitos entre os
microrganismos (ANGELL et al., 2006). Estes e outros dados encontrados na
literatura reforcam a ideia de que o cultivo misto pode influenciar na producéo de

metabolitos secundarios.

Em estudo sobre modulacao de atividade antibacteriana a partir de caldos
fermentados obtidos por actinomicetos marinhos em cultivo misto com bactérias
patogénicas, foi observado um aumento da atividade antimicrobiana contra E.
coli e S. aureus, em trés dos quatro cultivos mistos testados, sendo que um dos
isolados teve um aumento de 100% da atividade inibitoria contra S. aureus,
demonstrando assim a maior eficiéncia do cultivo misto em relagéo ao cultivo
simples (HAQUE et al., 2015). Devido aos dados aqui expressos, foi observada
a necessidade da realizac&o do teste de concentracao inibitéria minima para que
se comprove estatisticamente a diferenca entre a producdo de metabdlitos a

partir do cultivo simples e do cultivo misto, assim como entre 0s cultivos mistos.
4.2 Determinacéo da CIM e CBM

Os resultados obtidos em ensaios de microdiluicdo das concentracfes
dos caldos fermentados obtidos por cultivo simples, assim como por cultivo
misto, foram representados em gréficos de inibicdo do crescimento microbiano,
onde cada figura representa os dados obtidos para a inibicdo de crescimento de

tipos diferentes de patdgenos humanos.

Ao comparar as concentracdes testadas com o controle, podemos afirmar
que houve inibicdo em todas elas, sendo que em alguns casos, iguais ou
proximas a inibicdo dos antibiéticos, Penicilina e Estreptomicina, que foram
utilizados na concentracdo de 2500 pg/mL?. Além disso observa-se que de
forma geral a atividade antimicrobiana é maior quando analisados os dados
obtidos de cultivo misto em todas as situagdes, mesmo que variando o tipo de

cultivo.

Ao analisarmos a inibi¢do do crescimento microbiano obtida contra cepas
de E. coli (Figura 7), nota-se que o cultivo misto de P. polymyxa com S. aureus
manteve-se estavel até a menor concentragédo testada (1250 pg/mL™). Quando

testada a concentracdo de 625 pug/mL* pode-se afirmar que a concentragdo
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inibitéria minima do mesmo é a concentracdo de 1250 pg/mL. Em todas as
situacdes o cultivo misto mostrou uma acdo maior quando comparada a acéo
estabelecida a partir do cultivo simples de P. polymyxa e nitidamente pode-se
afirmar que o cultivo misto com S. aureus demonstrou ser o mais promissor na
producdo de metabdlitos com acdo antimicrobiana contra E. coli, apresentando
uma inibicédo do crescimento microbiano de 92,86% tratando-se da concentracao
de 1025 pg/mL?, enquanto o cultivo simples de P. polymyxa apresentou uma
inibicdo de 18,58% nessa mesma concentragao.
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Figura 7: Porcentagem de inibicdo do crescimento de E.coli nas concentracdes de
(20000, 10000, 5000, 2500 e 1250 pg/mL?) dos caldos fermentados obtidos por cultivos
simples e mistos apos liofilizacdo. Onde: (A) Cultivo simples de P. polymyxa; (B) Cultivo
misto de P. polymyxa com S. aureus; (C) Cultivo misto de P. polymyxa com E. coli; (D)
Cultivo misto de P. polymyxa com C. albicans. As barras 1, 2 e 3 representam 3
diferentes experimentos.
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Se tratando de cepas de P. aeruginosa (Figura 8) o cultivo misto de P.
polymyxa com S. aureus e o de P. polymyxa com C. albicans mantiveram-se
estaveis até a menor concentragdo testada (1250 pg/mL1). Quando testada a
concentracdo de 625 pg/mL* também pode-se afirmar que a concentracédo
inibitéria minima dos mesmos é a concentracdo de 1250 pg/mL™t. Os cultivos
mistos de P. polymyxa com S. aureus e P. polymyxa com C. albicans
apresentaram uma inibicdo de 95,86% e 92,29% respectivamente na
concentracdo de 1250 pg/mL?, enquanto o cultivo simples de P. polymyxa

apresentou uma inibicdo de 10,55% nessa mesma concentracao.
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Figura 8: Porcentagem de inibicdo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa nas
concentracdes de (20000, 10000, 5000, 2500 e 1250 pg/mL?) dos caldos de
fermentagdo obtidos por cultivos simples e mistos apos liofilizagdo. Onde: (A) Cultivo

simples de P. polymyxa; (B) Cultivo misto de P. polymyxa com S. aureus; (C) Cultivo
misto de P. polymyxa com E. coli; (D) Cultivo misto de P. polymyxa com C. albicans.
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Embora a maioria das cepas de E. coli sejam comensais inofensivas, ha
um subconjunto que adquiriu a capacidade de causar doencas intestinais ou
extra intestinais. As cepas patogénicas extra intestinais de E. coli (EXPEC)
causam diversas infeccOes fora do trato intestinal em humanos e animais
(MELLATA, 2013; STROMBERG et al., 2017). Tendo como base o hospedeiro e
o local da infecgédo, as diferentes cepas de EXPEC sé&o subclassificadas como:
meningite neonatal E. coli (NMEC), E. coli associada a sepse (SEPEC) e E. coli
uropatogénica (UPEC). Nos Estados Unidos, os custos associados as infeccoes
por EXPEC em seres humanos e aves ultrapassam 4 bilhdes de dolares ao ano
(MELLATA, 2013; RUSSO; JOHNSON, 2003; STROMBERG et al., 2017).

Em um estudo onde foi isolado o endofitico Aspergillus versicolor a partir
de raizes da espécie vegetal, Pulicaria crispa Forssk, originarios da Arabia
Saudita, foi realizada a separacdo e caracterizacdo estrutural do caldo
fermentado, evidenciando entdo, dois novos derivados de éter diario,
aspergilleteres A e B, além de cinco metabdlitos conhecidos. Avaliando a
atividade antimicrobiana desses novos metabdlitos, constatou-se que os
mesmos mostraram um poderoso potencial na inibicdo de S. aureus, B. cereus
e E. coli, apresentando valores de CIM de 4,3 ug/mL-! para S. aureus, 3,7 ug/mL-
! para B. cereus e 3,9 yg/mL! para E. coli, quando utilizado aspergilleter A; e
6,1 yg/mL?! para S. aureus, 4,8 uyg/mL* para B. cereus e 5,1 yg/mL* para E.
coli, guando utilizado aspergilleter B. Porém é importante citar que tais valores
foram obtidos com a substancia ja purificada. Os presentes compostos nao
apresentaram atividade inibitéria contra P. aeruginosa (MOHAMED; IBRAHIM,;
ASFOUR, 2020).

Um outro estudo teve como objetivo investigar as propriedades
antibacterianas do 6leo essencial obtido das folhas de Baccharis coridifolia
contra cepas multirresistentes, usando o metodo de microdiluigdo para
determinar a CIM. Os resultados revelaram que esta substancia possui atividade
antibacteriana contra cepas de P. aeruginosa (512 ug/mL?) e S. aureus (128

ug/mL1), mas nédo contra E. coli.

A bactéria P. aeruginosa é frequentemente resistente a muitas classes de

antibioticos e agentes terapéuticos, 0 que a torna um problema durante a
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infeccdo, pois em muitos casos pode ser dificil o tratamento. Esta €
frequentemente denominada patégeno "oportunista” devido ao fato de raramente
infectar individuos saudaveis. Clinicamente, o risco primario € para os pacientes
que apresentam algum tipo de comprometimento do sistema imunoldgico,
incluindo aqueles com fibrose cistica (FC), cancer, HIV, dispositivos médicos
residenciais, queimaduras, lesbes oculares e feridas diabéticas ndo cicatrizantes
(DIGGLE; WHITELEY, 2020). Este microrganismo € capaz de causar doencgas
em uma grande variedade de hospedeiros, incluindo entre eles: plantas,

nematoides, insetos e mamiferos (ELBORN, 2016).

Um grande problema relatado na infec¢ao por P. aeruginosa € o seu alto
grau de resisténcia a alguns antibiéticos de amplo espectro, que o fazem crescer
em diferentes ambientes desafiadores (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). A
infeccdo do pé diabético € uma das principais complicacdes do diabetes, levando
a hospitalizacdo e amputacdes de membros inferiores, essas infecgcdes sao
geralmente poli microbianas e séo capazes de gerar lesbes teciduais graves,
estas, por sua vez, estdo frequentemente associadas a invasao de feridas por P.
aeruginosa (AZIZ et al., 2019). Assim a alta eficacia do caldo fermentado
produzido a partir de P. polymyxa em cultivo misto com S. aureus ou C. albicans,
mesmo nas menores concentracdes, eleva o potencial do mesmo, o tornando
um agente promissor para possivel elaboracdo de cremes ou géis de uso tdpico
com atividade antimicrobiana.

Em estudo envolvendo pacientes com pé diabético, foi demonstrado que
dos 386 pacientes, 350 (91%) pacientes apresentavam varias infeccdes
bacterianas e fangicas. Cepas de P. aeruginosa foi um dos principais agentes
patogénicos isolados, presentes em 80 isolados (28,1%) do total de patdégenos
isolados. Esses isolados foram resistentes a diferentes grupos de antibioticos,
como gentamicina, cefotaxima, coamoxiclav, tazobactum e meropenem. A
atividade antimicrobiana da Protamina, um polipeptideo catiénico bem conhecido
por sua atividade bactericida, derivado do esperma de peixes do tipo salméo, foi
avaliada contra cepas de P. aeruginosa obtidas em infec¢bes de pés diabéticos.
Foram registrados valores de CIM para P. aeruginosa de 500ug/mL? de
protamina (AZIZ et al., 2019). No presente estudo a CIM encontrada foi de 1250
ug/mL?, porém essa concentracdo se deu no caldo fermentado total, tendo
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oportunidade de se tornar mais eficaz se isolado o composto responsavel pela
atividade. Ainda assim, o caldo fermentado pode ser utilizado em sua totalidade

quando para elaboracdo de antimicrobianos para uso tépico.

Outro microrganismo de grande importancia para saude publica sédo as
salmonelas, tendo também grande necessidade de produtos com acéo
antimicrobiana contra estas. A carne de aves e 0s ovos contaminados estdo
entre os veiculos alimentares mais frequentemente implicados pelas salmonelas.
As infeccdes por salmonelas causam perdas economicamente significativas para
0os produtores de aves em muitos paises além de absorverem grandes
investimentos de recursos governamentais produtos com e privados para testes
e controles (GAST; PORTER, 2020). Assim a¢ao antimicrobiana que evitem tais

contaminacdes sdo de grande importancia para o mercado alimenticio.

As doencas humanas resultantes do consumo de produtos de origem
avicolas contaminados por salmonelas podem ser um grande prejuizo para a
indastria, governos e individuos afetados. Os custos totais combinados de
assisténcia médica, perda de produtividade e mortes prematuras resultantes de
infeccbes por salmonelas transmitidas por alimentos em humanos nos Estados
Unidos foram estimados entre 4 a 11 bilh6es de doélares por ano (SCHARFF,
2012). Mais de 70% das infec¢gdes humanas por salmonelas nos Estados Unidos
estédo ligadas ao consumo de frango, peru ou ovos contaminados (GUO et al.,
2011). Ainda cepas de Salmonella sp. resistente a antimicrobianos de
importancia médica, incluindo cefalosporinas e fluoroquinolonas, foram
consideradas pelo Centro de Controle e Prevencédo de Doengas (CDC) como
uma séria ameaca a saude publica, pois sdo muitas vezes mais graves e

apresentam maiores taxas de hospitalizacao (CDC, 2019).

Para os testes de inibicdo da S. setubal (Figura 9) o cultivo simples de P.
polymyxa exibiu uma inibigdo de 15,11% em sua menor concentragao, enquanto
0os cultivos mistos estabelecidos com S. aureus, E. coli e C. albicans
apresentaram uma inibicdo de até 87,01%, 91,13% e 81,51% respectivamente
também em sua menor concentracdo (1250 pg/mL?t). O CIM para essa cepa se

estabeleceu em 2500 pg/mL2.
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Figura 9: Porcentagem de inibicdo do crescimento de Salmonella setubal nas
concentracdes de (20000, 10000, 5000, 2500 e 1250 ug/mL?) dos caldos fermentados
obtidos por cultivos simples e mistos apds liofilizacdo. Onde: (A) Cultivo simples de P.
polymyxa; ; (B) Cultivo misto de P. polymyxa com S. aureus; (C) Cultivo misto de P.
polymyxa com E. coli; (D) Cultivo misto de P. polymyxa com C. albicans.

Um estudo avaliando a concentracgdo inibitéria minima de 6leos essenciais
extraidos de rizomas de acafrdo (Curcuma longaL.) e gengibre (Zingiber
officinale Roscoe) frente a 14 diferentes cepas de salmonelas entéricas isoladas
de frango resfriado, demonstrou que o 6leo essencial de gengibre foi
expressivamente mais eficaz do que o Oleo de acafrdo, apresentando uma
concentracdo inibitéria minima de 2500 a 5000 pg/mL dependendo da cepa
testada (MAJOLO et al., 2014). Um segundo estudo pg/mL*teve como objetivo
investigar a atividade antimicrobiana de um extrato hidroalcéolico obtido a partir
de sementes de linho, frente aos patdégenos Salmonella typhimurium (ATCC
14028) e Salmonella typhi (ATCC 9298), onde foi determinado que a
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concentracgdo inibitéria minima é de 5000 pg/mL-* para ambos 0s microrganismos
analisados (LEON; FREIRE; VILLAVICENCIO, 2020). Estes dados corroboram
com os apresentados no presente estudo, o qual identificou a CIM em 2500
Hg/mL?! quando se tratando de cepas de Salmonella setubal. O caldo
apresentando tal atividade, pode ser futuramente utilizado, ndo somente, como
um farmaco, antibiotico, mas também para elaboracéo de produtos de lavagem

e prevencao de infecgbes em alimentos de origem animal.

Para os testes de inibicdo de Staphylococcus aureus, (Figura 10) o cultivo
simples de P. polymyxa exibiu uma inibicdo de 4,49% em sua concentracdo de
1250 pg/mL?t, e uma inibicdo de 59,13% na concentracdo de 2500 pg/mL?,
enquanto os cultivos mistos estabelecidos com P. polymyxa mais S. aureus
apresentaram inibi¢cdes de 44,79% e 62,28% nas concentragdes de 1250 pg/mL-
1 e 2500 pug/mL?t respectivamente. O cultivo misto de P. polymyxa mais E.coli,
foi o mais eficaz contra cepas de S. aureus, apresentando uma inibicdo de
51,78% na concentracdo de 1250 ug/mL* e 82,50% na concentracdo de 2500
ug/mL?, sua CIM ficou estabelecida em 5000 pg/mL, onde observou-se uma
inibicdo de 87,08%.
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Figura 10: Porcentagem de inibicdo do crescimento de S. aureus nas concentracdes de
(20000, 10000, 5000, 2500 e 1250 pg/mL™) dos caldos fermentados obtidos por cultivos
simples e mistos apos liofilizacdo. Onde: (A) Cultivo simples de P. polymyxa; ; (B) Cultivo
misto de P. polymyxa com S. aureus; (C) Cultivo misto de P. polymyxa com E. coli; (D)
Cultivo misto de P. polymyxa com C. albicans.

Para os testes de inibicdo de Staphylococcus epidermidis, (Figura 11) o
cultivo simples de P. polymyxa exibiu uma inibicAo de 22,36% em sua
concentracdo de 1250 pg/mLt, e uma inibicdo de 42,21% na concentracdo de
2500 pg/mL1, enquanto os cultivos mistos estabelecidos com P. polymyxa mais
S. aureus apresentaram inibicdbes de 37,16%; 65,06% e 89,56% nas
concentragées de 1250 pg/mL-, 2500 pg/mL* e 5000 pg/mL* respectivamente,
sendo este cultivo misto o mais eficaz apresentando sua CIM em 5000 pg/mL2.
O cultivo misto de P. polymyxa mais E.coli, apresentou inibicdes de 49,05% e

54,05% nas concentracdes de 1250 pg/mL? e 2500 pg/mL?t. O cultivo misto
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produzido com C. albicans, ndo apresentou diferenca significativa do cultivo

puro.
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Figura 11: Porcentagem de inibicho do crescimento de S. epidermidis nas
concentracdes de (20000, 10000, 5000, 2500 e 1250 pg/mL™?) dos caldos fermentados
obtidos por cultivos simples e mistos apds liofilizacdo. Onde: (A) Cultivo simples de P.
polymyxa; ; (B) Cultivo misto de P. polymyxa com S. aureus; (C) Cultivo misto de P.
polymyxa com E. coli; (D) Cultivo misto de P. polymyxa com C. albicans.

Para os testes de inibicdo de Staphylococcus saprophyticus (Figura 12),
o cultivo simples de P. polymyxa exibiu uma inibicdo de 36,61% em sua
concentracdo de 1250 pg/mL1, e uma inibicdo de 40,24% na concentracdo de
2500 pg/mL-1, enquanto os cultivos mistos estabelecidos com P. polymyxa mais
S. aureus apresentaram inibicbes de 40,82%; 73,96 % e 84,92,% nas
concentragbes de 1250, 2500 e 5000 pg/mL-1, respectivamente. O cultivo misto
de P. polymyxa mais E.coli, apresentou inibicbes de 76,08% e 80,63% nas
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concentragées de 1250 e 2500 pg/mL?t. O cultivo misto produzido com C.
albicans apresentou inibicdes de 75,72% e 86,36% nhas concentracdes de 1250
e 2500 pg/mL?t. Os cultivos mistos com E. coli e C. albicans apresentaram
resultados semelhantes e ambos apresentaram uma CIM de 2500 pg/mL7,
porém pode-se relatar que o caldo fermentado por P. polymyxa mais C. albicans

foi o caldo mais promissor na inibicdo de S. saprophyticus.
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Figura 12: Porcentagem de inibicdo do crescimento de S. saprophyticus nas
concentragdes de (20000, 10000, 5000, 2500 e 1250 pg/mL?) dos caldos fermentados
obtidos por cultivos simples e mistos apés liofilizacdo. Onde: (A) Cultivo simples de P.
polymyxa; ; (B) Cultivo misto de P. polymyxa com S. aureus; (C) Cultivo misto de P.
polymyxa com E. coli; (D) Cultivo misto de P. polymyxa com C. albicans.
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Figura 13: Porcentagem de inibic&o do crescimento de M. luteus nas concentragfes de
(20000, 10000, 5000, 2500 e 1250 pg/mL™?) dos caldos fermentados obtidos por cultivos
simples e mistos ap6s liofilizagdo. Onde: (A) Cultivo simples de P. polymyxa; ; (B)
Cultivo misto de P. polymyxa com S. aureus; (C) Cultivo misto de P. polymyxa com E.
coli; (D) Cultivo misto de P. polymyxa com C. albicans.

Para os testes de inibicdo do Micrococcus luteus (Figura 13), o cultivo
simples de P. polymyxa exibiu uma inibicdo de 49,16% e 40,25% nas
concentracdes de 2500 e 1250 pug/mLt, respectivamente, enquanto os cultivos
mistos estabelecidos com S. aureus, E. coli e C. albicans apresentaram uma
inibicdo de 91,13%; 95,03%; 93,08%; respectivamente em 2500 pg/mL?* e
45,7%; 70,99% e 58,98% na concentracdo de 1250 ug/mL*. Assim sendo, o
caldo fermentado de P. polymyxa mais E. coli foi o que apresentou melhor indice

de inibigdo contra M. luteus, estabelecendo uma CIM de 2500 pg/mL2.



63

Para os testes de inibicdo do Bacillus subtillis (Figura 14), o cultivo simples
de P. polymyxa exibiu uma inibicdo de 52,96 e 46,15% nas concentracdes de
2500 e 1250 pg/mL:, respectivamente. O cultivo misto estabelecido com S.
aureus, foi o que apresentou melhor inibicédo para B. subtillis, estabelecendo uma
inibicdo de 92,72 e 82,75% nas mesmas concentracdes apresentadas acima,

sua CIM foi considerada a concentracéo de 2500 pg/mL™2.
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Figura 14: Porcentagem de inibicdo do crescimento de Bacillus subtillis nas concentragfes
de (20000, 10000, 5000, 2500 e 1250 pug/mL?) dos caldos fermentados obtidos por cultivos
simples e mistos apos liofilizagdo. Onde: (A) Cultivo simples de P. polymyxa; ; (B) Cultivo
misto de P. polymyxa com S. aureus; (C) Cultivo misto de P. polymyxa com E. coli; (D)
Cultivo misto de P. polymyxa com C. albicans.

Algumas cepas de bactérias GRAM-positivas ndo sdo necessariamente

consideradas como grandes patdgenos, porém, estas estdo cada vez mais
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sendo relatadas como patdégenos oportunistas, 0s quais agravam quadros
clinicos de pacientes comprometidos com algum outro tipo de enfermidade.
Novos patdgenos, como 0 SARS-CoV2, que podem coexistir com uma ampla
gama de bactérias, incluindo cepas multirresistentes, constituem uma ameaca a
vida real para os humanos. Além disso, a resisténcia microbiana aos antibiéticos
no tratamento da pneumonia bacteriana € um problema generalizado que s6 tem
aumentado (MARTI et al., 2021). Analisando entdo o atual quadro, ha uma
necessidade de obtermos antibioticos que eliminem a infec¢éo bacteriana com
eficacia, uma vez em que o risco de contaminacao em pacientes internados com
SARS-CoV?2 é alto, podendo agravar drasticamente o quadro clinico do paciente.
Para essa questao o caldo fermentado produzido em cultivo misto apresentado
nesse estudo, apresenta grande potencial para elaboragdo de antibioticos ou
ainda, agente desinfetante de uso hospitalar.

O Staphylococcus aureus é um género de bactéria GRAM-positiva que faz
parte da microbiota humana, porém estes sdo capazes de causar diversas
enfermidades, abrangendo desde uma simples infeccdo como os casos de
espinhas e furdnculos, até as mais graves como, por exemplo, endocardite,
meningite, pneumonia, septicemia entre outras. Em nés, seres humanos, séo
as bactérias mais frequentemente relatadas, o que facilita em grande escala
a disseminacdo de infeccbes (ALMEIDA et al., 2016). Outro fator relevante € o
de que a sua facil aquisicdo de genes responsaveis por potencializar seus
fatores de patogenicidade os tornam um grande problema de saude publica
(SOUZA; ALMEIDA; MARTINS, 2017). Por serem classificados como um dos
principais agentes patogénicos causadores de enfermidades ligadas aos animais
e humanos, a busca por novas opgbes para o0 controle do seu
desenvolvimento utilizando métodos alternativos tem grande importancia
(FREITAS; FELIPE; COELHO, 2021).

Staphylococcus epidermidis € um membro comum da microbiota humana,
sendo encontrado nas membranas mucosas e na pele. O S. epidermidis é capaz
de estabelecer uma relagdo comensal ao longo da vida com seu hospedeiro.
Porém estes podem exibir altas taxas de resisténcia a antibioticos de relevancia
clinica (MORGENSTERN et al., 2016). Atualmente, com a grande gama de
aparelhos médicos implantados como proteses de articulagbes e também com o

aumento do uso de equipamentos invasivos como sondas e respiradores
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mecanicos, o S. epidermidis emerge como um importante patdégeno oportunista
(BRESCO et al., 2017). Assim como as cepas de S. saprophyticus, M. luteus e
B. subtillis.

Outro grande problema relacionado ao género Staphylococcus e também
mais comumente associado a bactérias GRAM-positivas € a conjuntivite
bacteriana, que € um tipo comum de conjuntivite infecciosa e afeta todas as
faixas etérias. Essa doenca é causada por inflamacgéo da conjuntiva através de
uma ou mais espécies bacterianas resultando na formacédo de pus. A infeccédo
bacteriana pode ocorrer devido a exposicao a bactérias externas ou ainda por
bactérias da propria microbiota, causando infeccdo ocular grave, pois estas
podem afetar diretamente a cOrnea e causar a perda da visdo (MULUYE et al.,
2014). Os patégenos que estdo mais associados a conjuntivites sao
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
dentre outros, variando de acordo com cada regido (UNG et al., 2020). Um
estudo conduzido por (MOHAMED et al.,, 2020) na regido do Egito, coletou
amostras de 52 pacientes diagnosticados com infeccado ocular para posterior
identificacdo dos agentes causadores. Dentre os 52 isolados, identificou-se 7
como pertencentes a espécie S. aureus e 14 pertencentes e espécie S.
epidermidis que, por sua vez, mostraram suscetibilidade a antibitticos tépicos,

como fluoroquinolonas.

Um estudo utilizando fungos endofiticos isolados da espécie vegetal
Taxus wallichiana, avaliou a capacidade antimicrobiana destes, utilizando dos
caldos fermentados a uma concentracdo de 20 mg/mL?. A atividade
antimicrobiana de trés extratos fungicos foram avaliados em trés cepas, sendo
duas bactérias GRAM-positivas - Staphylococcus aureus (ATCC 12600) e
Bacillus subtilis (ATCC 6633), e uma GRAM-negativa: Escherichia coli (ATCC
25922). O teste de CIM foi realizado utilizando dois dos fungos com melhores
resultados apenas para cepas de E. coli, apresentando uma CIM de 250 pg/mL-
! para ambos os extratos (GAUCHAN et al., 2020).

Apés a determinacdo da CIM, as aliquotas foram retiradas para a
realizacdo da CBM. Os valores de CIM e CBM de cada caldo fermentado estéo
expressos na (Tabela 2). A CBM foi considerada a concentragcdo que apos

plagueada em agar ndo apresentou nenhum crescimento celular.
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Tabela 2: Valores da CIM e da CBM para cada uma das cepas testadas neste estudo.
A sigla PpSa foi utilizada para o caldo fermentado de P. polymyxa mais S. aureus, PpEc
para P. polymyxa mais E. coli e PpCa para P. polymyxa mais C. albicans

Bactéria CIM pg/mL-?t CBM pg/mL1 Cultivo misto
B. subtillis 2500 5000 PpSa
E. coli 1250 2500 PpSa
M. luteus 2500 10000 PpEc
P. aeruginosa 1250 2500 PpSa
S. aureus 5000 20000 PpEc
S. epidermidis 5000 20000 PpSa
S. saprophyticus 2500 10000 PpCa
S. setubal 2500 20000 PpEc

4.3 Tempo de morte — Time kill test

O time Kkill test é utilizado para determinar o tempo em que 0 composto
testado leva para impedir o crescimento do microrganismo. Ele fornece a
dindmica de acao desta substancia e sua interagdo com o tempo (ELIOPOULQOS;
ELIOPOULOQOS, 1988). No presente estudo foi realizado o teste de Time Kill
utilizando o caldo fermentado obtido a partir de P. polymyxa mais S. aureus sobre
as bactérias E. coli (Figura 15), e P. aeruginosa (Figura 16). Além de utilizar as
duas cepas GRAM-negativas citadas, também se utilizou do caldo fermentado
de P. polymyxa mais C. albicans contra a bactéria S. saprophyticus (Figura 17),
com o intuito de estudar o tempo de morte em bactéria GRAM-positiva. As cepas
e 0s caldos utilizados para esse experimento, foram selecionados devido a

apresentarem os melhores resultados obtidos nos testes de CIM e CBM.
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Figura 15: Tempo de morte de cepas de E. coli frente ao tratamento com o
caldo fermentado misto de P. polymyxa mais S. aureus. O valor da CIM
utilizada foi de 1250 pg/mL* e para CBM foi de 2500 pg/mL*

Podemos observar o tempo de morte exato se tratando da E. coli, onde em
6 horas deu-se a queda total de seu crescimento quando utilizado a CBM, caindo
também sua CIM primeiro em 6 horas e novamente em 8 horas onde manteve-

se estavel.
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Figura 16: Tempo de morte de cepas de P. aeruginosa frente ao tratamento com
o caldo fermentado misto de P. polymyxa mais S. aureus. O valor da CIM utilizada
foi de 1250 pg/mL* e para CBM foi de 2500 pg/mL™.
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S. saprophyticus
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Figura 17: Tempo de morte de cepas de S. saprophyticus frente ao
tratamento com o caldo fermentado misto de P. polymyxa mais C. albicans.
O valor da CIM utilizado foi de 2500 pg/mL* e para CBM foi de 10000 pg/mL-
1

Para as cepas de P. aeruginosa e S. saprophyticus, observou-se um
comportamento similar, onde a CBM tem um pico inicial de queda em 6 horas,
apos essa queda, continua a cair o numero de UFC/mL discretamente, atingindo
o log de 0 UFC/mL apenas ap0s 16 horas do inicio do tratamento. Se tratando
da CIM, para P. aeruginosa nota-se uma queda de UFC/mL apés 12 e 16 horas.
Ja para S. saprophyticus, o log da UFC/mL cai até 8 horas e se mantém estavel
apos esse periodo. Assim podemos afirmar que o caldo fermentado em questéo
€ considerado bactericida ap6s 6 horas para E. coli e apos 16 horas para as
demais cepas.

Perim e colaboradores (PERIM et al., 2019), testaram extratos de casca de
Davilla nitida contra bactérias GRAM-positivas e GRAM-negativas estando
dentre elas E. coli, Pseudomonas spp. e S. saprophyticus, que sdo as mesmas
bactérias testadas em nosso estudo. Eles utilizaram a técnica de time kill para
determinar o tempo de acao do extrato e obtiveram resultados promissores com
uma reducdo significativamente rapida no log médio de quase todas as células
viaveis. Para as GRAM-negativas houve uma queda do nimero de células a
partir de 6 horas e uma grande reducdo na densidade celular com o extrato foi
observado com Proteus spp, Pseudomonas spp, Citrobacter youngae, E. coli, S.

saprophyticus e S. aureus. Ap6s 12 horas demonstrou-se que o extrato de
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Davilla nitida € altamente bactericida e estes resultados corroboram com os de
nosso estudo, onde E. coli demonstrou uma queda significativa em 6 horas e P.
aeruginosa e S. saprophyticus em 16 horas.

Um outro estudo conduzido por Appiah, Boakye e Agyare, (APPIAH;
BOAKYE; AGYARE, 2017), investigou as propriedades antimicrobianas de
extratos de metanol de Trametes gibbosa, Trametes elegans, Schizophyllum
commune e Volvariella volvacea através de algumas técnicas e dentre elas a de
time kill. Houve uma bactéria em comum entre os estudos, a E. coli. Os autores
observaram que o curso da acado antimicrobiana dos extratos, demonstram
comportamento bacteriostatico, porém ap6s um periodo, em média a partir da
242 hora, houve um aumento gradual no nimero de células vidveis com todos os
tipos de extratos testados. A partir disto, demonstramos a eficicia dos extratos
de nossa pesquisa, pois em 6 horas houve uma grande reducdo no nimero de
células viaveis de E. coli e elas ndo voltaram a crescer demonstrando novamente

uma acgao bactericida.

4.4 Atividade Leishmanicida

A atividade do caldo fermentado de P. polymyxa puro e os cultivos mistos
foram testados nas concentracdes de 20000; 10000; 5000; 2500 e 1250 pg/mL-
1 em promastigotas de L. infantum chagasi nos tempos de 24 e 48 horas, através
da técnica de resazurina. Os resultados obtidos sdo demonstrados na (Figura
18), onde séo expressos 0s graficos com a porcentagem de morte nos tempos

determinados.
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Figura 18: Mortalidade celular em diversas concentra¢des dos extratos obtidos do P.
polymyxa contra os promastigotas de L. infantum chagasi. A) Extrato de P. polymyxa.
B) Extrato obtido do cultivo misto P. polymyxa com Staphylococcus aureus. C) Extrato
obtido do cultivo misto P. polymyxa com Escherichia coli. Os valores sdo expressos
como média + D.P.

Os resultados demonstraram uma efetividade maior para o caldo
fermentado puro se tratando da maior concentragéo testada, com porcentagem
de morte de 63,31% nessa concentragdo e 26,32% na menor concentragdo em
24 horas. Ja em 48 horas os resultados demonstraram uma queda em sua
atividade com morte de 45,12% na maior concentracdo e 8,87% na menor
concentragdo. Os caldos fermentados mistos foram menos eficientes se tratando
apenas da maior concentracao testada, porém quando avaliado o cultivo misto
de P. polymyxa mais S. aureus, 0 mesmo se manteve estavel mesmo quando
em concentragbes mais baixas, apresentando resultados melhores que o cultivo
simples. Para o caldo fermentado estabelecido a partir de P. polymyxa mais S.
aureus, foi constatado 46,16 e 42,17% de morte celular nas concentracdes de
10000 e 2500 pg/mL? em 24 horas. Enquanto que no cultivo simples, nas

mesmas concentracdes os valores de morte celular foram de 37,4 e 28,36%.
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Uma vez em que na concentracdo de 10000 pg/mL* os caldos
fermentados apresentaram alta taxa de citotoxicidade contra células saudaveis
humanas e as menores concentragbes ndo foram toxicas, pode-se afirmar que
o cultivo misto teve um melhor desempenho na inibicdo de promastigotas de L.
infantum chagasi, quando em concentracdes de interesse.

Produtos naturais sdo uma fonte potencial de novos agentes terapéuticos
contra as leishmanioses (BOSQUIROLI et al, 2017). Devido aos resultados
promissores frente as bactérias potencialmente patogénicas, a toxicidade do
extrato produzido pelo P. polymyxa e os cultivos mistos, foram testados sobre a
L. infantum chagasi para avaliacdo de porcentagem de morte em 24 e 48 horas.

Neris e colaboradores em 2017 (NERIS et al, 2017), estudaram o caldo
fermentado da bactéria P. Polymyxa RNC-D em L. amazonensis nos tempos de
24, 48 e 72 horas e observaram gue nas concentracdes mais altas testadas de
10 e 15 mg/mlIt houve morte significativa do parasita e na concentragdo de 1
mg/mlt induziu a morte de 50% em 48 e 72 horas. Os resultados encontrados
nesse caso demonstraram uma resposta mais eficaz no tratamento comparado
aos resultados dos testes sobre a L. infantum chagasi, tanto para o caldo
fermentado obtido por cultivo puro, quanto os cultivos mistos. Isso
provavelmente acontece devido ao fator de viruléncia das linhagens de
leishmania, sendo a L. infantum chagasi potencialmente mais virulenta.

A partir da revisdo de literatura, observou-se uma grande maioria de
estudos relacionados a extratos produzidos por fungos endofiticos, diferente do
presente estudo que utiliza extratos de bactéria endofitica. Ha estudos sobre a
atividade leishmanicida, porém, referente a espécie L. infantum chagasi quase
nao foram encontrados dados.

Almeida e colaboradores em 2018 (ALMEIDA et al, 2018), descreveram a
atividade leishmanicida de dois extratos brutos produzidos por cepas endofiticas
de fungos pertencentes ao género Bipolaris de duas macrofitas aquaticas,
Eichhornia azurea e Eichhornia crassipes. Os dois extratos foram eficazes contra
Leishmania amazonensis com ICso (Concentracdo Inibitoria de 50%) de 70
pug/mLt e 84 pg/mL?. Podemos observar que as concentracdes do trabalho
citado sédo mais eficazes quando comparadas as concentracdes do extrato do P.
polymyxa frente a L. infantum chagasi, porém os valores de 1Cso do cultivo misto,

ficaram proximos das concentracdes de 10000 e 5000 pg/mL?, os quais
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apresentaram baixa citotoxicidade para células humanas, como demonstrado
logo a diante.

Outro estudo que demonstrou alguns resultados eficazes e outros sem
efeito significativo foi feito por Nascimento et al (2015). O grupo estudou a
atividade leishmanicida de fungos isolados de folhas da planta de Vernantia
polyanthes. Foram produzidos dezesseis extratos para 0s testes com
promastigotas de L. amazonensis e dentre eles, trés mostraram-se mais eficazes
apresentando valores de ICso de 59,5, 17,9 e 3,0 pug/mL* (NASCIMENTO et al,
2015).

Os resultados menos expressivos demonstram que alguns extratos, tanto
de fungos como de bactérias necessitam de uma concentracdo mais alta para
produzirem algum efeito sobre o parasita. Um outro ponto a ser citado é a
adequacdao do extrato através da pesquisa dos melhores meios de producédo ou
mesmo da concentracdo de seus componentes, ou seja, ha a necessidade de
um estudo mais especifico e aprofundado referente a producdo do caldo
fermentado especificamente para analisar o efeito citotoxico sobre a L. infantum
chagasi. Nao foram encontrados dados na literatura sobre pesquisas com caldos

mistos e seus efeitos citotdxicos em leishmanina.

4.5 Ensaio de Citotoxicidade

Os estudos de viabilidade celular in vitro sdo de grande importancia
guando se trata de avaliar a biocompatibilidade de materiais e extratos, estes
comumente séo requeridos antes do desenvolvimento de estudos in vivo
e uso clinico. Dentre as células que participam do processo de cicatrizacao estdo
0s queratinécitos que exercem um importante papel nesse processo atuando
principalmente na contracdo e remodelagdo da ferida. Os fibroblastos, s&o
células que também exercem papel fundamental na criagdo da matriz
extracelular e de estruturas de coldgeno responsaveis pelo suporte mecanico de
outros tipos de células relacionados ao processo de regeneracdo do tecido
lesado (SANTOS, 2018; SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017; WERNER,;
KRIEG; SMOLA, 2007). A citotoxicidade in vitro dos compostos estudados em
relacdo as linhagens de células de fibroblastos dérmicos humanos neonatais

(HDFn) e queratinocitos humano (HaCaT) foi avaliada conforme metodologia
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adapatada da ISO 10993-5(1SO10993-5, 2009) e descrita por (Neamnark et al.
2007), utilizando método de reducdo do (MTT- [3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) 2, 5-
difeniltetrazolium bromide] -Sigma-Aldrich, EUA).

A toxicidade celular dos caldos fermentados, simples e misto, foi testada
nos tempos de 24, 48 e 72 horas nas seguintes concentracdes (10000, 5000,
2500, 1250 e 625 pg/mL1) (Figuras 19, 20 e 21). A capacidade das células, que
permaneceram viaveis apos o tratamento, em reduzir o sal do MTT foi avaliada
pela formacdo de cristais de formazan, os quais foram posteriormente
solubilizados em DMSO, assim proporcionando os valores de absorbéancia dos
testes de MTT. O resultado obtido foi comparado ao controle negativo, como

controle positivo para morte celular foi utilizado Extran 5%.
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Figura 19: Viabilidade da linhagem HDFn frente ao caldo fermentado puro de P.
polymyxa em diferentes concentra¢des, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os valores
sao expressos como média + desvio padréo. * SignificAncia estatistica de p < 0.05.
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Figura 20: Viabilidade da linhagem HDFn frente ao caldo fermentado misto de P.
polymyxa mais S. aureus em diferentes concentragdes, nos tempos de 24, 48 e 72
horas. Os valores sao expressos como média + desvio padrdo. * Significancia estatistica
de p <0.05.

O caldo fermentado puro demonstrou ser toxico a linhagem HDFn apenas
nas concentracdes de 10000 e 5000 pg/mL?, sendo que o mesmo na
concentracdo de 5000 pg/mL-t apresentou alta viabilidade celular sendo téxico
apenas em 48 horas e 72 horas, mantendo-se em 86,59% de viabilidade em 24
horas, 66,49% em 48 horas e 65,52% em 72 horas. Na concentracédo de 2500
ug/ mL* apds o tratamento observou-se uma viabilidade celular de 94,70% em
72 horas, nos tempos de 24 e 48 horas a viabilidade manteve-se a cima de 100%,

assim como nas concentracdes menores a citada.

No caso do caldo fermentado misto, a concentracdo que demonstrou
citotoxicidade frente a linhagem HDFn foi a de 10000 pg/mLt, sendo que o
mesmo nessa concentracdo apresentou baixa citotoxicidade em 24 horas,
mantendo uma viabilidade celular de 68,18%%. Nas concentracfes abaixo de

10000 pg/mL* a viabilidade manteve-se a cima de 100%.
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Figura 21: Viabilidade da linhagem HaCat frente ao caldo fermentado puro de P.
polymyxa em diferentes concentra¢des, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os valores
sdo expressos como média + desvio padrdo. * Significancia estatistica de p < 0.05.

O caldo fermentado puro demonstrou citotoxicidade em HaCat apenas na
concentragdo de 10000 pg/mL*, sendo que o mesmo na concentragédo de 5000
ug/mL? apresentou alta viabilidade celular, mantendo-se em 100% de
viabilidade em 24 horas, 90,93% em 48 horas e 100% em 72 horas. Nas
concentracdes abaixo das citadas, a viabilidade manteve-se a cima de 100% em
todos os casos.

Os ensaios de toxicidade in vitro sdo de grande utilidade, uma vez que estes
permitem avaliar as alteracGes celulares produzidas de acordo com diferentes
estimulos (KHATIBISEPEHR et al., 2011; Neris, 2018). Tal técnica tem como
vantagem a possibilidade da analise de sinais de toxicidade precoce, uma vez
que o ensaio envolve a avaliagédo da atividade mitocondrial (MOSMANN (1983).

Em um estudo recente foram analisados 31 extratos fungicos em relacéo a
sua bioatividade sobre a linhagem celular HEK (célula embrionaria de rim
humano). Dos isolados testados, o extrato produzido por B. petrensis, néo
apresentou toxicidade frente a linhagem HEK. O mesmo foi selecionado como
de principal interesse pois além de ndo apresentar citotoxicidade contra tais
células, apresentou atividade contra duas linhagens celulares cancerigenas.
Sendo entdo um forte candidato para posteriores estudos como agente
anticancerigeno (SAHOO; SUBBAN; CHELLIAH, 2021).
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Um outro estudo visou isolar microrganismos endofiticos da espécie vegetal
Terminalia catappa, dentre diversos isolados, foi selecionado apds uma triagem
inicial o extrato produzido pela cepa Trichoderma sp, a qual foi submetida a
avaliacdo de sua citotoxicidade frente a linhagem celular HFF (fibroblasto de
prepucio humano). O extrato exibiu uma concentracdo de citotoxicidade de 50%
(CCs0) de 268,4 pg/mL?! contra células HFF. Mesmo com uma CCso
relativamente baixa, tal extrato apresentou ICso de 33,35 pg/ml! contra a
linhagem celular HelLa (cancer cervical), apresentando entdo indice de
seletividade (MAJOUMOUO et al., 2020). No presente estudo foram usadas
maiores concentracdes do caldo fermentado para tal analise, porém o mesmo
demonstrou baixa citotoxicidade em células saudaveis, indicando que tais

concentracdes nao sao um fator preocupante.
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4.6 Migracéao celular

Para o teste de migracdo celular, apés o cultivo das células HDFn em
placas de 48 pocos foi realizado um risco em cada pogo. O risco foi avaliado
sendo fotografado de 6 em 6 horas nas primeiras 24 horas e também nos tempos
de 48 e 72 horas. Podemos observar nas imagens obtidas durante o teste onde
foi utilizado o caldo fermentado de P. polymyxa (Figura 22), que o controle teve
a migracdo celular completa fechando todo o risco em 48 horas. Para as
concentracdes de 1250 e 625 pug/mL* a migracédo deu-se por completa também
em 48 horas, apresentando comportamento similar ao controle. Nas
concentracdes de 2500 e 5000 pg/mL-* a migracdo se completou em 72 horas.
Ja na concentracéo de 10000 pug/mL* ndo houve presenca de migracdo celular,
sendo assim, o caldo fermentado nessa concentracdo foi considerado como

toxico, corroborando com os dados apresentados nos testes de MTT.

T12h T18h T24h T48h T72h

Figura 22: Fotomicrografias representativas em diferentes tempos do cultivo celular para analise de
migracéo celular da linhagem HDFn frente ao caldo fermentado de P. polymyxa.

5000 ug
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Para o caldo fermentado de P. polymyxa mais S. aureus (Figura 23), o
controle teve a migracao celular completa fechando todo o risco em 48 horas.
Para as concentracdes de 1250 e 625 pug/mL™* a migracédo deu-se por completa
também em 48 horas, apresentando comportamento similar ao controle. Nas
concentracdes de 2500 e 5000 pg/mL* a migragdo se completou em 72 horas.
Ja na concentracdo de 10000 pg/mL* ndo houve presenca de migracéo celular,
sendo assim, o caldo fermentado nessa concentragéo foi considerado como
toxico, corroborando com os dados apresentados nos testes de MTT. Os dois
caldos comportaram-se de maneira similar no teste, demonstrando que o caldo

fermentado em cultivo misto ndo aumenta sua citotoxicidade, quando comparado

com o caldo fermentado de cultivo simples.

T72h

T12h Ti8h T24h T48h

Controle

625 ug

5000 ug

Figura 23: Fotomicrografias representativas em diferentes tempos do cultivo celular para analise de
migracgao celular da linhagem HDFn frente ao caldo fermentado de P. polymyxa mais S. aureus.

10 000 ug
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Para a migracao celular utilizando a linhagem HaCat, foi realizado o mesmo
procedimento, porém as fotos foram capturadas de 8 em 8 horas nas primeiras
24 horas e também nos tempos de 48 e 72 horas. Isso se deve ao fato de que
tal linhagem celular apresenta crescimento mais lento quando comparado a
anterior. Podemos observar nas imagens obtidas durante o teste onde foi
utilizado o caldo fermentado de P. polymyxa (Figura 24), que o controle teve a
migracao celular completa fechando todo o risco em 48 horas. Para as
concentracdes de 2500, 1250 e 625 pg/mL* a migracdo deu-se quase por
completo em 48 horas, porém ainda haviam algumas pequenas regifes
apresentando um espagamento, as quais foram completadas em 72 horas. Nas
concentracdes de 5000 e 10000 pg/mL%, ndo foi estabelecida a migracéo por

completo.

TOh T8h T16h T24h T48h T72h

5000 ug 2500 ug 1250ug 625 ug Controle

10 000 ug

Figura 24: Fotomicrografias representativas em diferentes tempos do cultivo celular para analise
de migracao celular da linhagem HaCat frente ao caldo fermentado de P. polymyxa.
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Para o caldo fermentado de P. polymyxa mais S. aureus (Figura 25), o
controle teve a migracdo celular completa fechando todo o risco em 48 horas,
como observado também na concentracdo de 625 pg/mLt. Para as
concentracdes de 2500 e 1250 pg/mL* a migracéo deu-se por completa em 72
horas, porém a concentracédo de 2500 pg/mL* ainda apresenta um espacamento
com auséncia de crescimento, isso pode ser devido a localizagdo da ranhura
realizada no inicio do experimento. Nas concentracdes de 5000 e 10000 pg/mL-

1, ndo foi estabelecida a migracédo por completo.

TOh T8h T16h T24h T48h T72h

5000 ug 2500 ug 1250ug 625 ug Controle

10 000 ug

Figura 25: Fotomicrografias representativas em diferentes tempos do cultivo celular para andlise de
migracgao celular da linhagem HaCat frente ao caldo fermentado de P. polymyxa mais S. aureus.

A motilidade é uma caracteristica essencial das células vivas e a migracao

celular € importante para manter a organizacdo ideal dos organismos
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multicelulares. Em um organismo adulto, a migracdo celular € necessaria para
uma resposta imune adequada, reparo de tecidos e homeostase dos tecidos
além de ser importante também em processos patoldgicos, como metastases e
inflamagéo do cancer. Os fibroblastos cultivados in vitro, possuem uma
morfologia espalhada ou fusiforme caracterizada por varios processos de
extensdo. Na cultura de células, eles se movem lentamente, com uma velocidade
média inferior a 1 um/min e frequentemente mudam de direcdo (TREPAT;
CHEN; JACOBSON, 2012).

Uma outra célula, também estudada na locomocdo celular sdo os
queratindcitos. Um trabalho consideravel tem sido dedicado aos mecanismos do
citoesqueleto envolvidos na migracdo dos queratindcitos. Polimerizacao de
actina, esteira, fluxo retrégrado de rede de actina e contratilidade baseada em
miosina |Il, todos desempenham papéis importantes na migracdo de
queratinécitos (FOURNIER et al., 2010; SMALL; HERZOG; ANDERSON, 1995;
TREPAT; CHEN; JACOBSON, 2012).

Os métodos para estudar o comportamento migratorio celular séo
ferramentas muito Uteis e importantes para o conhecimento em uma ampla area
de pesquisa. Os ensaios de migracdo sdo amplamente utilizados na comunidade
cientifica. Esses testes podem fornecer os dados necessarios que podem
permitir a compreensao de qudo bem um determinado tipo de célula pode migrar
espontaneamente ou responder a um atrativo quimico e migrar em direcéo a ele
(JUSTUS et al., 2014).

Em nosso estudo, testamos o efeito dos caldos fermentados obtidos por P.
polymyxa e por P. polymyxa mais S. aureus sobre a migracdo celular de
fibroblastos e queratindcitos. Foi observado que dentre os dois caldos, ao fim
das 72 horas, o risco ndo se fechou apenas na concentracdo mais alta testada
de 10.000 pg/mlt para HDFn e para HaCat a concentracdo de 5000 pg/mi?
também nao apresentou uma migracao completa em até 72 horas. Estes dados
corroboram aos dados dos testes de MTT e demonstram a baixa toxicidade dos
extratos sobre estas células, pois apds a exposi¢do elas continuaram a crescer
normalmente. Foram feitas buscas pela literatura e ndo foram encontrados
estudos utilizando extratos naturais ou qualquer composto quimico sobre estas

células utilizando o teste de migragcao celular. Estes ensaios sdo amplamente
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feitos com células tumorais ou para a apresentacdo de novas técnicas

experimentais.

4.7 Citotoxicidade em HepG2/C3a hepatoma de figado humano

A andlise da citotoxicidade dos caldos fermentados de P. polymyxa (Figura
26), e P. polymyxa mais S. aureus (Figura 27), indicou efeito citotoxico em
praticamente todas as concentracdes testadas. Para ambos os caldos
fermentados puro e misto, a porcentagem de mortalidade celular nas
concentracdes de 10000 e 5000 pg/mL* manteve-se entre 80 e 90% nos trés
tempos analisados. Ja nas concentracdes de 2500 e 1250 ug/mL*, o indice de
mortalidade celular se estabeleceu entre 60 a 80% levando em consideracao os
trés tempos analisados. Para a concentragdo de 625 pg/mL* nédo foi constatado
valor de morte celular significativo. Os caldos fermentados também né&o
apresentaram diferencga significativa entre eles. Podemos afirmar ainda que os
caldos fermentados apresentaram uma boa atividade contra a linhagem celular
C3a nas concentracdes de 10000, 50000 e 2500 pg/mL-1. Vale também ressaltar
que as concentracdes de 5000 e 2500 pg/mL* ndo apresentaram toxicidade
contra as linhagens de células de fibroblastos dérmicos humanos neonatais
(HDFn) e queratinécitos humano (HaCaT).
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Figura 26: Acdo do caldo fermentado por P. polymyxa frente a linhagem
celular C3a (hepatoma de figado humano). Os valores representam a taxa de
mortalidade celular nas diferentes concentragdes do caldo nos tempos de 24,
48 e 72 horas. Os valores s8o expressos como média + desvio padrao.
*Significancia estatistica de p < 0.05.
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Figura 27: Acédo do caldo fermentado por P. polymyxa mais S. aureus frente a
linhagem celular C3a (hepatoma de figado humano). Os valores representam a taxa
de mortalidade celular nas diferentes concentrag6es do caldo nos tempos de 24,
48 e 72 horas. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. *
Significancia estatistica de p < 0.05.

Um outro estudo, onde foi avaliado a citotoxicidade do caldo fermentado
produzido por P. polymyxa, frente a mesma linhagem celular aqui discutida, nas
concentracbes de 4000; 400; 40; 4; 0,4; e 0,04 pug/mL* indicou efeito citotéxico
apenas para a concentracdo de 4000 upg/mL?l. Baseado nesse estudo
selecionou-se, entédo, para o presente trabalho somente concentragcbes a cima
de 400 pg/mLt (BIANCHI et al., 2021). Alguns outros estudos vém mostrando
que algumas cepas de P. polymyxa produzem metabdlitos secundarios com
atividades antioxidantes e antitumorais que sdo conferidas principalmente por
carboidratos, sendo estes exopolissacarideos e peptideos, incluindo
lipopeptideos nao ribossémicos, como polimixinas e fusaricidinas (GRADY et al.,
2016).

Ha relatos que o peptideo antimicrobiano surfactina, composto semelhante
ao produzido por Bacillus subtilis, tem um efeito antiproliferativo na linhagem
celular LoVo (adenocarcinoma de colon). Estes peptideos além de serem
antimicrobianos, demostram efeito antitumoral (KIM et al., 2007). Portanto, o
caldo fermentado utilizado, além de exibir atividade antimicrobiana, pode ser

usado como um possivel antitumoral.
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Em um outro estudo foram analisados 31 extratos fungicos em relacéo a sua
bioatividade sobre linhagens de celulares: HelLa (adenocarcinoma cervical
humano), A431 (células de céncer de pele), HepG2 (hepatoma de figado
humano) e MCF-7 (células cancerosas de mama). Todos os extratos fungicos
apresentaram citotoxicidade contra ambas células cancerosas, porém uma
citotoxicidade significativa foi observada nos extratos oriundos de 9 fungos:
Periconia byssoides, Coniochaeta sp., C. cladosporioides, Biscogniauxia
petrensis, Nigrospora oryzae, Gymnascella aurantiaca, Gliomastix murorum,
Nectria dematicosa e Ascotricha sinuosa. Entre os fungos, o extrato produzido
por B. petrensis exibiu efeitos citotoxicos e apoptéticos significativos
demonstrando valores de CC50 para as células HelLa e A431 de 24,85 e 18,04
ug/mL1, respectivamente (SAHOO; SUBBAN; CHELLIAH, 2021). Assim como
no trabalho citado, as concentracdes utilizadas no presente estudo ndo foram
toxicas as linhagens celulares normais testadas. Sendo assim, 0s proximos
passos € ter os compostos citotdxicos purificados e caracterizados para a analise

de seu mecanismo de acao em células cancerosas e modelos de camundongos.
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5. CONCLUSAO

Podemos concluir com este estudo que os caldos fermentados, quando
cultivados utilizando da técnica do cultivo misto, ndo necessitam de um meio de
cultivo diferente daquele ja estabelecido como o ideal quando em cultivo simples.
A Unica alteracdo necessaria para a producao do caldo fermentado quando em
cultivo misto foi o acréscimo de tempo de fermentacédo, que passou de 96 horas
para 168 horas, onde teve seu maior pico de bioatividade. Em relagéo a sua
atividade antimicrobiana, os caldos quando em cultivo misto aumentaram
significativamente seu potencial, assim como sugerido em literatura.

No geral o caldo fermentado mais promissor deste estudo foi o caldo
estabelecido por cultivo misto de P. polymyxa mais S. aureus, aumentando sua
bioatividade perante a cepas bacterianas potencialmente patogénicas e também
nas menores concentracdes testadas em promastigotas de L. infantum chagasi.
Em relacdo a atividade anti-tumoral ndo houve diferenca entre os caldos
fermentados simples e misto, ambos apresentaram atividade antitumoral em
concentracdes similares.

Outro importante dado obtido no presente estudo foi em relacdo a
citotoxicidade dos caldos fermentados, mostrando que ambos os cultivos,
simples e misto, apresentaram baixa citotoxicidade mesmo em altas
concentragdes. Os caldos fermentados analisados demonstraram citotoxicidade
apenas quando na concentracdo de 10000 pg/mL-, isso se tratando das duas
linhagens utilizadas para esse estudo.

Quando relacionamos os valores obtidos nos testes de citotoxicidade com os
dados obtidos nos ensaios de bioatividade podemos afirmar que as
concentragbes necessarias para: A- atividade antimicrobiana; B- atividade
leishmanicida; C- atividade contra linhagem tumoral C3a ndo séo téxicas para

células humanas.
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o Bioprospeccéo de peptideos antimicrobianos
CA PITU I_O 2: oriundos de microrganismos endofiticos
isolados das espécies vegetais: Coffea arabica

e Xylopia aromatica
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1Microrganismos endofiticos

A busca por produtos bioativos a partir de plantas no Brasil é de grande
importancia, sendo um grande ponto de acesso devido a sua extensa
biodiversidade. No entanto, plantas brasileiras nativas Uteis ndo séo utilizadas
de maneira ideal. Isso acarreta consequéncias como a intensa destruicdo da
vegetacao nativa, bem como a miscigenacéo de culturas (BRANDAO; GRAEL,
FAGG, 2011). Ha varios relatos em literatura comprovando que endofiticos
possuem a capacidade de produzir compostos naturais bioativos para inibir o
crescimento de outros organismos e assim gerar uma vantagem seletiva para a
planta hospedeira (GUBIANI, 2015; SERRANO, 2014; STROBEL et al., 2004).
Esses microrganismos associados as plantas também desenvolvem a habilidade
bioquimica de produzir metabdlitos similares ou idénticos aqueles produzidos por
suas plantas hospedeiras como um resultado de recombinacgéo genética durante
seu processo evolucionario (GUNATILAKA, 2012).

Os microrganismos endofiticos foram mencionados pela primeira vez no
inicio do século XIX; e apenas no final da década de 70 foi verificado que estes
organismos possuem propriedades metabdlicas de interesse em diversas areas
(STROBEL; DAISY, 2003). Estas bactérias, que colonizam o tecido interno (os
espacos intercelulares) das plantas, sem indicar qualquer influéncia negativa em
seu hospedeiro, constituem um grande reservatorio de diversidade bacteriana

com um impressionante potencial biotecnolégico (RYAN et al., 2008).

Originalmente o termo endéfito (endo: dentro + fito: planta) foi descrito por
De Bary (1866), que propds uma possivel distincdo entre os endofiticos e 0s
patdgenos de plantas. Essa comunidade endofitica € constituida principalmente
por fungos e bactérias, ao contrario dos microrganismos patogénicos, ndo causa
prejuizos a planta hospedeira (NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2003). Bactérias
benéficas associadas as plantas desempenham um papel importante na saude
e no crescimento destas sob varios estresses ambientais, beneficiando o
crescimento por varios mecanismos e ainda diminuindo efetivamente os efeitos
adversos do estresse ambiental (ETESAMI; MAHESHWARI, 2018).
Microrganismos endofiticos sdo definidos como fungos ou bactérias que

colonizam o interior dos tecidos de plantas, sem apresentar efeito patogénico ao
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hospedeiro (ARAUJO et al., 2008). Embora ndo provoquem sinais ou sintomas
evidentes de sua aparéncia na planta, os endofitos podem existir como
simbiontes, fornecendo ao hospedeiro alguma forma de protecdo contra varias
injurias ambientais, como 0 ataque de pragas, patdégenos ou ainda potenciais
estresses ambientais (STROBEL et al., 2017). Microrganismos endofiticos
podem ser encontrados na maioria das espécies vegetais e entdo isoladas de
raizes, folhas, caules, flores, frutos e sementes. Os enddfitos bacterianos vivem
em regides intercelulares das paredes celulares e dos vasos de xilema e podem
colonizar sementes, frutas e flores, entre outros tecidos. Sugere-se que as
bactérias endofiticas estéo localizadas no apoplasto, e as raizes das plantas sao

propostas como o ponto de entrada (EK-RAMOS et al., 2019).

A microbiota endofitica vem sendo frequentemente estudada em diversas
espécies de plantas, sendo que os principais representantes encontrados estéao
amplamente distribuidos entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
podendo citar alguns géneros como: Acinetobacter, Actinomyces, Bacillus,
Enterobacter, Flavobacterium, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas,
Streptomyces, dentre outras (ANDRADE, 2019; LODEWYCKX et al., 2002;
QUADT-HALLMANN; KLOEPPER; BENHAMOU, 1997; WHITE et al., 2018)

Estudos vem demonstrando o importante papel desses microrganismos
endofiticos na producdo de diversas moléculas de interesse bioteclogico,
incluindo moléculas de interesse clinico com atividades antimicrobianas (ASSIS,
2018; SERRANO, 2014), e leishmanicidas (ASSIS, 2018; NERIS et al., 2018).

Uma ampla gama de antibiéticos produzidos por actinobactérias isoladas
de plantas medicinais demonstra o grande potencial de bioatividade contra
bactérias, fungos e virus. Os metabdlitos com potencial antimicrobiano exibiram
atividade em concentracbes significativamente baixas. Esses achados
sublinham um potencial antimicrobiano promissor e de amplo espectro dos
metabdlitos secundarios obtidos a partir de endofiticos (GOLINSKA et al., 2015).
Além disso, inUmeras espécies de microrganismos endofiticos forneceram varios
compostos  anticancer, antimicrobiano, antidiabético, inseticida e
imunossupressor (SCHNEIDER; MISIEK; HOFFMEISTER, 2008). Os endofiticos

considerados mais abundantes na producdo de metabdlitos sdo os Gram-
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positivos com destaque para os géneros Bacillus e Streptomyces (FRANK;
SALDIERNA GUZMAN; SHAY, 2017).

Endofiticos em geral, assim como as actinobactérias sao ja definidos
como produtores de um amplo espectro de moléculas bioativas. Estes
empregam vias de peptideo sintetase nado ribossémica (NRPS) e policetideo
sintase (PKS) para alcancar a diversidade estrutural e funcional de seus
metabdlitos, que se enquadram em importantes classes farmacéuticas, como
alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenoides, fendlicos, quinonas e peptideos.
Tais metabdlitos ja foram relatados na literatura como produtores de
imunossupressores (por exemplo, Rapamicina), antibiéticos (Eritromicina),
drogas anticolesterol (Lovastatina) e drogas anticancer (Epotilona B) (SINGH;
DUBEY, 2018). Uma cepa bacteriana pode sintetizar varias isoformas
polipeptidicas, estando os lipopeptideos entre as classes mais importantes de
metabdlitos secundarios produzidos por bactérias endofiticas, estes sédo
formados por peptideos lineares, ciclicos ou curtos ligados a uma cauda lipidica
ou moléculas lipofilicas (RAAIJMAKERS et al., 2010).

Atualmente, muitos pesquisadores defendem a opinido que a exploracao
de areas biologicamente diversas podem levar a identificacdo de novos produtos
naturais (ASSIS, 2018; PYE et al., 2017; TRIPATHI et al., 2018). Segundo o
ministério do meio ambiente (MMA) e o Instituto Brasileiro de Geografia e
Bioestatistica (IBGE), o Cerrado € um mosaico de biomas, sendo o segundo
maior encontrado na América do Sul, ocupando atualmente uma éarea de
2.036.448 kmz?, aproximadamente 22% do territorio nacional. O cerrado brasileiro
é hoje, considerado como a savana mais rica do mundo, abrigando 11.627
espécies de plantas nativas ja catalogadas, elevando-o assim como uma area
biologicamente diversa com grande potencial biotecnolégico derivado tanto das
espécies vegetais presentes assim como dos microrganismos integrados a elas
(MMA, 2004). Estes fatos demonstram a grande importancia que o bioma
cerrado tem na pesquisa de novas moléculas de extratos vegetais, assim como

extratos obtidos a partir de microrganismos isolados destes vegetais.
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1.2 Microrganismos rizosféricos

Por definicdo, a rizosfera é considerada como a zona de contato entre o
solo e as raizes das plantas, sendo um importante nicho microbiolégico, onde
podem ser encontrados fungos, bactérias, nematoides, protozoarios, algas,
virus, artropodes e archaea. Esta zona representa uma regiao rica em nutrientes,
isso devido a liberacéo de diversos compostos das raizes para o solo (BATISTA,
2012; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Estima-se que a cada grama de solo é
possivel de se encontrar cerca de 10 bilhBes de microrganismos ali presentes.
Este nUmero de espécies microbianas cresce a cada ano, sendo descrito mais
de 47.000 espécies de fungos, 30.000 protozoarios, 26.000 algas, 5.000
bactérias e 1.000 virus. Destes microrganismos, 0s principais sdo os fungos e
bactérias, pois sdo responsaveis pelos processos de decomposicdo de
compostos organicos (BARBOSA et al., 2021; SOUZA, 2016).

Esses microrganismos também podem oferecer substancias de
interesse da planta, essa relacdo benéfica propicia uma alta densidade de
microrganismos ao redor das raizes. A deposi¢cdo de varios exsudatos pela raiz
da planta também modifica as propriedades quimicas e fisicas do solo,
favorecendo a abundancia rizosférica, formando um habitat microbiano do solo
mais ativo (ANDRADE, 2019; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os actinomicetos s&o bactérias Gram-positivas, as quais sao
caracterizadas por apresentarem em sua estrutura uma membrana
fosfolipidica e camadas espessas de peptideoglicano, comumente contém
em seu genoma altas concentracbes de citosina e guanina. Essas
bactérias foram caracterizadas por alguns pesquisadores como fungos por
um longo periodo, isso devido ao seu crescimento filamentoso, além da
producdo de micélio e esporos, o que concede a esta classe alto nivel de
resisténcia em diversos habitats, como agua, animais, pedras, plantacdo e,
principalmente, o solo (AMARAL et al., 2020).

J& se constatou que 30% de toda microbiota do solo é constituida por
actinomicetos, dentre as espécies mais comumente isoladas, encontra-se o
género streptomyces. Essas bactérias se destacam pela produgédo variada
de metabdlitos secundarios, apresentando acdo que auxiliam no combate
de patogenos, bactérias e fungos (AMARAL et al., 2020; KENNEDY, 1999)
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1.3 Microrganismos isolados do Cerrado

O Brasil possui uma das maiores diversidades genéticas do mundo,
concretizada por seis principais biomas: Floresta Amazonica, Cerrado, Mata
Atlantica, Pantanal, Campos do Sul e Caatinga. O Cerrado localiza-se
principalmente no Planalto Central Brasileiro e € um ecossistema similar as
Savanas da Africa e da Australia. E constituido por arvores relativamente baixas
(até vinte metros), distribuidas entre arbustos e gramineas. A vegetacao tipica
do cerrado possui troncos e ramos retorcidos, cascas espessas e folhas grossas.
O cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica do mundo em
biodiversidade: a flora tem 4.400 espécies exclusivas; a fauna apresenta 837
espécies de aves, 67 géneros de mamiferos, 150 espécies de anfibios e 120 de
répteis (MMA, 2004).

Algumas espécies vegetais do Cerrado ganharam certo destaque devido
sua capacidade de produzirem compostos bioativos. A avaliacdo do potencial
terapéutico de espécies vegetais e alguns de seus constituintes, como
flavonoides, alcaloides, triterpenos, entre outros, tem sido objeto de uma ampla
gama de estudos em que certas ac¢des farmacoldgicas ja foram consolidadas
com base em estudos pré-clinicos (PIZA; HOKKA; SOUSA, 2015).

Também existem numerosos estudos sugerindo que microrganismos
endofiticos sdo ricas fontes na producdo de metabdlitos secundarios incluindo
os flavonoides (TANG et al., 2020). Com a expansédo do valor medicinal e da
perspectiva do mercado, um namero crescente de pesquisadores esta tentando
encontrar uma nova maneira de produzir mais flavonoides. No entanto, como a
producdo metabdlica de plantas é limitada pelo ambiente e pela especificidade
espaco-temporal, é dificil melhorar o rendimento de flavonoides oriundos de
espécies vegetais, diferentemente dos microrganismos, que se tornam uma
fonte de exploracdo viavel para determinado fim (ARISAWA; WATANABE,
2017).

1.4 Xylopia Aromatica

Xylopia aromatica, popularmente conhecida como “pimenta-de-macaco’,

€ uma arvore de porte pequeno (4-5 m de altura), comumente encontrada nas
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florestas costeiras e savanas do Brasil (Cerrado) (STASHENKO; JARAMILLO;
MARTINEZ, 2004).0 género Xylopia € um dos mais importantes da familia
Annonaceae, compreendendo aproximadamente 160 espécies amplamente
distribuidas em regides tropicais e subtropicais das Américas, Africa, Asia e
Oceania. No Brasil estéao distribuidas nas areas tropicais e de savana incluindo-
se, entre essas areas, o Cerrado da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar) (OLIVEIRA et al., 2018).

Do ponto de vista quimico, esse género tem sido extensivamente
estudado por causa de suas numerosas espécies odoriferas (FOURNIER;
LEBOEUF; CAVE, 1999). Estudos sobre a avaliacio da composic¢éo quimica de
Oleos essenciais em espécies de Xylopia (X. frutescens, X. sericea, X.
brasiliensis, X. nitida e X. langsdorffiana) foram relatados destacando que os
frutos de X. aethiopica tém efeitos positivos no metabolismo da glicose e lipidios
(NWOZO; OROJOBI; ADARAMOYE, 2011).

Em 1988 (MORAES; ROQUE, 1988) relatam a presenca de diterpenos,
considerados como metabolitos secundarios da planta, em frutos coletados de
Xylopia aromatica. No nordeste brasileiro, a Xylopia laevigata € uma planta
(folhas e flores) usada popularmente para tratar distirbios dolorosos, doencas
cardiacas e condi¢cdes inflamatérias. Também foi demostrado atividade
anticancer do Oleo essencial de X. laevigata (QUINTANS et al., 2013). No
entanto, ha pouca informacdo sobre as propriedades biolégicas do género
Xylopia sp em geral. Um outro estudo do mesmo grupo revela propriedades
farmacoldgicas ligadas a atividades antioxidante, analgésica e anti-inflamatoria
da Xylopia laevigata (QUEIROZ et al., 2014). Ainda h& estudos apontando que
o extrato obtido a partir de folhas de Xylopia amazonica demonstrou atividade
antiplasmodial in vitro e foram analisados quanto a atividade antimalarica in vivo,
demostrando uma supresséo de 52% no quinto dia de infeccao (LIMA et al.,
2015).

No que diz respeito a sua acgdo bioldgica, a atividade inseticida e
propriedades antissépticas e analgésicas ja foram descritas, sendo encontradas
em diferentes extratos obtidos a partir de varias espécies de Xylopia spp.
(STASHENKO; JARAMILLO; MARTINEZ, 2004). Atividades antimicrobianas do
extrato vegetal obtido a partir da casca, do caule, das folhas e das flores de X.
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aromatica contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos também
foram determinadas em estudos anteriores (FOURNIER et al., 1994,
NASCIMENTO et al., 2018b).

1.5 Microrganismos endofiticos isolados de Coffea arabica

O café (Coffea sp.) pertence a familia Rubiaceae, a qual apresenta cerca
de 500 géneros e mais de 6.000 espécies. Trata-se do género mais importante,
em termos econdmicos (MARTINS, 2012). O Brasil desenvolve o maior programa
mundial de pesquisas em café, seus avancos significativos estéo relacionados a
consideraveis investimentos em pesquisas em diversas areas de grande
importancia como: biotecnologia, melhoramento genético, manejo de pragas,
controle biolégico, potencial enzimético, dentre outras (MAPA, 2019; RICCI et al,
2002).

Os principais acidos graxos oriundos do 6leo de café verde séo os acidos
palmitico e linoleico. A grande porcentagem da fracdo insaponificavel contém
esterois, diterpenos livres, ceras e Varios outros componentes menores cujas
propriedades bioldgicas, incluindo atividade antioxidante, antimicrobiana e

antiproliferativa, foram previamente relatadas (RABA et al., 2015).

Um estudo realizado (ANDRADE, 2019) mostra que de 100 isolados
testados contra os fungos fitopatogénicos, mais de 40% apresentaram alguma
atividade antagbnica contra certos fitopatdgenos e mais de 30% tiveram alguma
atividade enzimatica comprovada. Também foi comprovada a atividade de
promocao de crescimento vegetal de algumas cepas em relacdo a plantulas de

café.

Muitos compostos promotores de crescimento em plantas mostraram
citotoxicidade contra células tumorais (EK-RAMOS et al., 2019). Entdo é muito
provavel porém ndo demonstrado até o momento, que esses microrganismos
também apresentem alguma atividade contra microrganismos potencialmente

patogénicos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos especificos

e Isolar microrganismos endofiticos e rizosféricos a partir da espécie
vegetal Xylopia aromatica;

e Selecionar cepas endofiticas das espécies vegetais Coffea arabica
e Xylopia aromética, que apresentem atividade direta contra cepas
potencialmente patogénicas indicadoras: S. aureus, E.coli e C. albicans;

e Padronizar melhores condi¢cdes de cultivo das culturas puras dos
endofiticos selecionados a partir da determinacéo da curva de crescimento em
diferentes meios de cultura;

e Avaliar a atividade antimicrobiana apresentada pelos caldos
fermentados nos tempos pré-estabelecidos durante a curva.

e Avaliar a atividade antimicrobiana apresentada pelos caldos
fermentados de cepas isoladas a partir da espécie vegetal Coffea arabica e

Xylopia aromatica.
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3. METODOLOGIA
3.1 Isolamento Bacteriano

Foram coletados folhas, ramos, frutos e solo rizosférico da espécie vegetal
Xylopia aromatica localizados na area de Cerrado no campus da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar) - Séo Carlos - SP, Brasil. A coleta foi realizada
no més de margo, durante o periodo da manha. Selecionou-se 3 individuos desta
espécie vegetal para coleta de amostras. Os demais microrganismos utilizados
para este estudo foram previamente isolados da espécie vegetal Coffea arabica
(ANDRADE, 2019).

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e transportadas para
o Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB) do Departamento de
Morfologia e Patologia (DMP) da UFSCar. Foram selecionados os tecidos
vegetais propicios para o isolamento, ou seja, tecidos sadios, sem manchas ou
lesbes causadas por patégenos. Estes tecidos foram processados em um
intervalo maximo de duas horas (TORRES, 2018).

Foram coletados 5 ramos de cada exemplar selecionado para coleta, todos
os quais contendo folhas e frutos saudaveis. Foram pesados aproximadamente
15 g de cada tecido vegetal, os quais foram submetidos ao procedimento de
desinfeccao superficial com o objetivo de eliminar os microrganismos epifiticos.
Nesse processo as folhas foram sequencialmente imersas em etanol 70% por 1
minuto, solucdo de hipoclorito de sédio 3% por 1 minuto, etanol 70% por 30
segundos. Ja os ramos e os frutos foram imersos em etanol 70% por 1 minuto,
solucéo de hipoclorito de sédio 3% por 3 minutos e etanol 70% 1 minuto. Por fim,
para ambas as amostras, foram realizados dois enxagues em agua destilada
esterilizada, sendo que 100 pL da segunda agua de enxague foram plaqueadas
em Agar Triptona de Soja (TSA) comercial (SIGMA), para garantir a eficiéncia do
processo de desinfeccdo (ARAUJO, et al., 2014; ANDRADE, 2019).

Apbés desinfeccdo superficial as folhas e os ramos foram cortados,
assepticamente, em pedacos de 0,1-0,5 cm, os quais foram colocados em 15 mL
de tampéao Fosfato de Sodio (PBS) e mantidos em agitador orbital a 150 rpm por
2 horas a 28 °C. Seguido desse procedimento, inoculou-se 100 pL da solucéo
de PBS contento folhas e ramos no meio International Streptomyces Project-2

(ISP2) o qual é composto por: 10 g/L* de extrato de malte; 4 g/L* de extrato de
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levedura; 4 g/L de glicose; 15 g/L* de agar a pH 7,0, e TSA, as placas foram
incubadas a 28 °C por 15 dias.

Se tratando do isolamento de microrganismos rizosféricos, foram
coletados de cada um dos trés exemplares de Xylopia aromatica
aproximadamente 50 g de solo rizosférico. Apos encaminhados ao LaMiB,
foram pesados 10 g das amostras e entdo estas foram adicionadas em 90 mL
de tampao PBS, sendo mantidos em agitador orbital a 150 rpm por 2 horas.
Entdo, a solugcdo contendo PBS mais rizosfera foi submetida a diluigbes
decimais seriadas (10 - 10%), que foram plaqueadas em meio TSA e agar

ISP2, sendo incubadas nas mesmas condi¢des descritas acima.

Apés os 15 dias de incubacgdo, as coldnias obtidas foram isoladas pela
técnica de esgotamento, obtendo-se entdo as coldnias puras dos
microrganismos endofiticos e rizosféricos. Para estocagem dessas colbnias, as
mesmas foram crescidas em Caldo Triptona de Soja (TSB) comercial (SIGMA)
por 48 horas. Em eppendorfs previamente esterilizados foram entédo
adicionados 200 pL de TSB com o microrganismo crescido mais 200 uL de
glicerol previamente esterilizado. O estoque foi mantido em freezer -20 °C por

24 horas e posteriormente transferido para o ultrafreezer -80 °C, onde

foram mantidos os estoques.
3.2 Triagem da atividade antimicrobiana — Teste do bloco de gelose

O teste do bloco de gelose foi utilizado como bioensaio qualitativo para
detectar producdo de compostos bioativos. Os microrganismos endofiticos foram
crescidos em caldo ISP2 por 48 horas, em seguida foram semeados em forma
de tapete, com auxilio de swab esterilizado, em placas com agar ISP2 que foram
incubados a 28 °C por 168 horas (ICHIKAWA et al., 1971).

Foram utilizados, como microrganismos indicadores, cepas de Candida
albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Estas cepas foram reativadas em tubo contendo 5 ml de caldo
Trypticase Soy Broth (TSB) e incubadas a 37 "C por 24 horas. Apds esse
periodo, os microrganismos foram semeados em placa contendo agar TSA e
incubados nas mesmas condigcbes anteriormente citadas. Entdo, foram

preparados os inéculos dos microrganismos indicadores em solugdo salina
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0,9%, ajustando para 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a 0,08 a 0,1
no comprimento de onda de 625 nm para E. coli e S. aureus e 530 nm para C.
albicans, resultando em uma suspenséo bacteriana de 1,5 x 108 UFC/mL
(ANVISA, 2002; ANVISA 2008). Por fim, esses microrganismos foram semeados
em forma de tapete, com auxilio de swab em placa com agar Mueller Hinton
(MH).

Discos de 9 mm de diametro foram cortados, com auxilio de uma ponteira
de 1000 pL esterilizada, das placas de &gar contendo os microrganismos
endofiticos e entdo foram depositados nas placas com agar Mueller Hinton
contendo os microrganismos indicadores. Essas placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas para posterior avaliacdo da formacao de halos de inibicdo, que
representam o resultado qualitativo da acdo do endofitico testado sobre as cepas

indicadoras.

Foram avaliados nessa triagem os microrganismos oriundos das espécies
vegetais: Xylopia aromatica e Coffea arabica. Uma observacdo importante é a
de que os microrganismos endofiticos oriundos do café, como estavam
armazenados a um consideravel tempo, foram reativados em meios sem e com
a adicdo de soro fetal bovino. O soro fetal bovino € um suplemento para meios
de cultura celular, este contém uma grande quantidade de componentes como
acidos graxos, fatores de crescimento, aminoacidos e vitaminas. Seus
componentes tem a finalidade de promover o crescimento das células.
Normalmente € utilizado na concentracdo de 10% (JOHNSON; ANTONIELLE;
MONCLARO, 2017). Para a finalidade de reativar os endofiticos aumentando
sua produtividade o soro fetal bovino foi adicionado ao meio ISP2, mantendo

uma concentracéo de 5%.
3.3 Padronizacao e producédo do caldo fermentado

Tendo em vista que os componentes do substrato inicial s&o um dos
fatores mais importantes que afetam a formacéo de metabdlitos secundarios por
microrganismos, 0 experimento a seguir focou-se na avaliagdo do efeito das
variaveis do processo, usando 3 diferentes meios de cultura (Tabela 3), para a
avaliacdo da formacdo de biomassa e atividade antimicrobiana do caldo de

fermentacao.
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Tabela 3: Quantidades e componentes presentes em cada um dos meios selecionados
para este estudo. Valores expresso em (g/L).

MEIO TSB MEIO ISP2 MEIO MGYP

Peptona de Caseina—17 g/L  Extrato de malte — 10 g/L Extrato de malte — 3 g/L
Peptona de Soja—3 g/L Extrato de levedura — 4 g/L Extrato de levedura —3 g/L
Glicose 2 g/L Glicose —4 g/L Peptona—5 g/L

Cloreto de sédio -5 g/L Glicose — 10 g/L

Fosfato dipotassico — 2,5 g/L

Foram selecionados para essa etapa do estudo 0s microrganismos que
apresentaram resultados positivos para mais de uma cepa potencialmente
patogénica (Tabela 4), no teste de triagem realizado anteriormente, teste do

bloco de gelose.

Tabela 4: Fonte de origem vegetal de onde cada microrganismo foi isolado e
microrganismos que demonstraram melhor atividade.

Coffea arabica Enterobacter asburiae
Pantoea agglomerans
Pantoea dispersa
Rizollc

Rizo23c

Xylopia aromatica Ef2p4

Rizo07x

Todas as cepas citadas estdo depositadas na cole¢do de culturas do
Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB) do Departamento de
Morfologia e Patologia (DMP) Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar).

Todas as cepas foram cultivadas em placas de Petri contendo os meios
TSB, MGYP e ISP2, os componentes e concentragbes utilizados para a

elaboracdo de cada um dos meios citados estdo descritos na Tabelal. Estas
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cepas foram semeadas em placas com os 3 diferentes meios pela técnica de
esgotamento, as placas foram mantidas em estufa bacteriol6gica 48 e 168 horas
a 28 °C, sendo o tempo de 168 horas para bactérias que apresentaram

caracteristicas de actinomicetos (NUNES, 2020).

A partir desses cultivos, obteve-se quatro colonias isoladas que foram
adicionadas em 20 mL de seu respectivo caldo de cultivo. Estas foram incubadas
24 horas a 28 °C e 180 rpm ou até atingirem a densidade desejada, foi entdo
retirado 1 mL destes para realizar a leitura de absorbéncia do caldo fermentado.
ApoOs a leitura ajustou-se a concentracdo da solucéo para 0.1 de absorbancia
70% de transmitancia, concentracéo de 1,5 x 108 UFC/mL (Anvisa, 2008).

C1=0,978(abs) cultivo de 24 horas
C2= 0,1 (abs) concentragao desejada
V2 =20 mL = 20000 ul volume final

ClxV1=0C2xV2

_ C2xV2 _ L1l{abs) x 2000 0ul _ Eﬂ45|.11_.

el 0.578 (abs) (volume do cultivo de 24 horas)

1

Equacdo 3: Calculo para ajuste da concentracao do pré-inoculo a 0,1 de absorbéancia.

Seguindo o exemplo, pipetou-se entdo 2045 pL desse caldo fermentado
e completou-se com 17955 uL de solucdo salina fisiolégica estéril, totalizando
20000 pL em uma concentracao de 0.1 de absorbancia. Com a concentragao do
inoculo inicial ajustada, foram transferidos 260 pL para um tubo de fundo conico
contendo 5 mL do meio de cultura desejado (5% v/v). Os tubos contendo os
endofiticos inoculados nos diferentes meios foram incubados em shaker orbital
a 28 °C, 180 rpm. Foram entdo determinados 21 diferentes caldos utilizando os
3 diferentes meios apresentados na (Tabela 3), para cada uma das 7 cepas

apresentadas na (Tabela 4).

Para cada caldo fermentado a ser testado, foram preparados 13 tubos de

fundo conico que foram retirados em diferentes tempos para leitura de
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absorbancia e posteriores testes de atividade antimicrobiana, os tempos
determinados foram: 12hs, 14hs, 16hs, 17hs, 18hs, 20hs, 22hs, 24hs, 48hs,
72hs, 96hs e 120hs. Para os microrganismos rizosféricos, 0os quais apresentam
caracteristicas de actinomicetos os tempos estabelecidos foram a principio de 7,
14 e 21 dias (NUNES, 2020). Depois dessa etapa, cada caldo foi refeito e entdo
foi analisado também os tempos de 2 dias antes e dois dias apds cada
actinomiceto apresentar bioatividade. Todo este procedimento em tubos tem por
objetivo de reduzir o risco de contaminacdo ao pegar as amostras nos diferentes
tempos, desta maneira so se retira o tubo respectivo no momento determinado

anulando o manuseio do todo durante o experimento.

ApGs os caldos estarem prontos em seus respectivos tempos, 0S mesmos
foram centrifugados a 10.000 rpm por 20 minutos e posteriormente filtrados para

s6 entdo estarem prontos e serem utilizados para os testes antimicrobianos.

3.4 Curvade cinética bacteriana

O seguinte procedimento foi realizado para as linhagens ja citadas
anteriormente. Em uma microplaca de 96 pocos (KASVI, BRA), pipetou-se 200
ML de meio de cultivo ISP2 como branco nos pogos da primeira coluna, logo na
segunda coluna adicionou-se a linhagem Enterobacter asburiae, a partir da
suspencao bacteriana ajustada a 0,1 de absorbancia, foram entéo pipetados 10
ML (5%vV/v) dessa suspensédo que foram depositados em cada um dos oito pogos

da segunda coluna, onde ja haviam 190 pL de meio de cultivo ISP2.

Repetiu-se 0 mesmo procedimento para as outras linhagens estudadas e
posteriormente para os outros dois diferentes meios: MGYP e TSB. A leitura da
densidade dtica foi realizada em leitora de placas automatica (TPReader NM-
Thermo Plate). Para os actinomicetos a densidade otica foi medida em
espectrofotometro (BIOSPECTRO SP-22).

Todos os tubos foram mantidos em shaker orbital a 180 rpm e 28 °C. Cada
tudo foi retirado no seu devido tempo para processamento da amostra e posterior

analise antimicrobiana.

3.5 Atividade antimicrobiana por difusdo em agar
Para realizac&o dos testes antimicrobianos, todos os caldos fermentados

foram filtrados em filtro para seringa, com membrana de celulose 0,22 pm
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(KASVI) em tubos previamente esterilizados. Os caldos foram filtrados apos
centrifugacdo para a subtracdo de células bacterianas. Todos os ensaios de
atividade antimicrobiana foram realizados em triplicata e os resultados expressos
a partir dos halos de inibicdo foram obtidas através de uma média dos resultados

obtidos em milimetros.

Para a avaliacédo da atividade antimicrobiana, as bactérias potencialmente
patogénicas foram semeadas em meio Agar Triptico de Soja (TSA, KASVI) e
cultivadas por 48 horas. Com o auxilio de um palito previamente esterilizado foi
entdo retirado uma pequena aliquota de cada microrganismo utilizado, estas
foram diluidas em tubos de ensaio contendo 5 mL de solucéo salina a 0,9% e
ajustadas na escala 0,5 de Mc Farland em espectrofotometro, que correspondem
a 1,5 x 108 UFC/mL (Anvisa 2008). Foram utilizadas como cepas indicadoras os
seguintes microrganismos: C. albicans, E. coli ATCC 5922, S. aureus ATCC
29213, todos pertencentes a colecdo de microrganismos do Laboratorio de

Microbiologia e Biomoléculas.

Para 0 método de difusdo em Agar - Técnica do Disco e do Pogo (GROVE
e RANDALL, 1955), as placas contendo Agar Mueller Hinton (MH, KASVI)
preparadas antecipadamente, foram deixadas em repouso até atingir
temperatura ambiente, posteriormente, com swab estéril, cada microrganismo
potencialmente patogénico foi semeado em placa de Petri. Foram feitos pogos
de 9 mm de didmetro com o uso da base de uma ponteira de 1000 uL
esterilizada. Em seguida, foi adicionado a cada poco 100 pL do caldo a ser
avaliado. Ap6s todo o procedimento as placas foram incubadas durante 24 horas

a 37 °C para posterior leitura qualitativa de formacao de halo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Isolamento a partir de Xylopia aromatica

No isolamento de microrganismos endofiticos foram isoladas 61 bactérias
endofiticas a partir de Xylopia aroméatica, das quais 03 eram de folha (4,9%), 04
do ramo (6,5%), 39 do fruto (63,9%) e 15 da rizosfera (24,6%), (Figura28).

Muitos estudos vém isolando microrganismos endofiticos a partir de
espécies vegetais encontradas no cerrado, estes microrganismos, sendo eles
fungos ou bactérias, por sua vez demonstraram grande potencial biotecnologico.
Pode-se citar dentre eles microrganismos endofiticos capazes de produzir
moléculas de interesse clinico, com atividades antimicrobianas (ASSIS, 2018;
MOREIRA, 2016; PIZA; HOKKA; SOUSA, 2015), antileishmanicida (NERIS et
al., 2018) e também microrganismos endofiticos com grande potencial
enzimatico (MACHADO., 2019; TORRES, 2018);
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Figura 28: Resultado de coldnias bacterianas obtidas a partir do isolamento de folha,
ramo, fruto e rizosfera

A Xylopia aromatica € uma planta amplamente cultivada devido a suas
flores brancas de aroma agradavel. Além de seu uso na medicina popular como
estimulante, carminativo e diurético é também utilizada em tratamentos de
doencas digestivas e ainda tem seu espaco como especiarias para temperar e

preservar carne. Suas folhas, frutos, caule e flores ja4 foram estudados
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analisando seus Oleos essenciais (LAGO et al., 2003; MAIA et al., 2005;
NASCIMENTO et al., 2018).

Em um estudo conduzido por Nascimento e colaboradores, 2018, a
atividade antimicrobiana in vitro do éleo essencial obtido a partir das flores de
Xylopia aromatica foi avaliada contra alguns microrganismos causadores de
lesbes cutaneas e apresentou atividade moderada contra S. aureus, S.
pyogenes e P. aeruginosa. Quanto as propriedades antifingicas, as folhas
apresentaram atividade moderada contra C. albicans. Avaliando a composicéo
quimica do 6leo essencial da Xylopia, foram encontrados sesquiterpenos, estes
por sua vez tém sido relatados em literatura como uma importante fonte de
atividade antimicrobiana. Este e outros estudos relatando diversas atividades
dessa espécie vegetal justificam a exploracdo do potencial dos microrganismos
endofiticos presente em sua microbiota (NASCIMENTO et al., 2018).

4.2 Triagem da atividade antimicrobiana

4.2.1 Xylopia aromatica

Dos 61 isolados testados para cada um dos trés microrganismos
potencialmente patogénicos, (S. aureus, E.coli e C. albicans), por meio do teste
do bloco de gelose, 3 produziram halo de inibicdo contra S. aureus, 5
apresentaram resultado positivo contra C. albicans e 2 apresentaram atividade
contra E. coli (Tabela 5). Destes apenas 2 apresentaram resultados positivos
para as duas cepas indicadoras e nenhuma das cepas isoladas apresentaram
resultados positivos para as 3 cepas potencialmente patogénicas

simultaneamente.

Tabela 5: Avaliagdo qualitativa da atividade antimicrobiana de microrganismos
endofiticos isolados de X. aromatica frente a microrganismos potencialmente
patogénicos: S. aureus, E. coli, C. albicans. Auséncia de atividade (-), presenca de
atividade antimicrobiana.

Isolados S. aureus E. coli C. albicans
EF1P1 + - -
EF2P1 - - +
EF2P4 - + +

Rizo07x + + +

Rizo13x = = +

Rizo19x - - +
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Rizo22x + - -

De tal forma, foram selecionados para testes posteriores as cepas nomeadas como
EF2P4 e Rizo07x.

4.2.2 Coffea arabica

Dos 78 isolados, sendo 71 endofiticos e mais 7 rizosféricos do café
(ANDRADE, 2019) testados para cada um dos trés microrganismos
potencialmente patogénicos, por meio do teste do bloco de gelose, 8 produziram
halo de inibicdo contra S. aureus, 8 apresentaram resultado positivo contra C.

albicans e 7 apresentaram atividade contra E. coli (Tabela 6).

Em um balanco geral 6 cepas apresentaram resultados positivos para
todas as trés bactérias potencialmente patogénicas utilizadas como triagem.
Estes foram os isolados CRA241 (Enterobacter asburiae), CRA251
(Enterobacter asburiae), CRA250 (Pantoea agglomerans) CFO299 (Pantoea
dispersa), Rizollc e Rizo21lc (os quais ainda néo foram identificados), entéo
foram selecionados para testes posteriores os endofiticos P. aglomerans, P.
dispersa, E. asburiae e os microrganismos rizosféricos Rizollc e Rizo21c. Das
cepas gue apresentaram resultados positivos, a CFO299 s6 apresentou halo de
inibicdo contra as 3 cepas indicadoras, apds reativada em meio TSB, suplemento

com 5% de soro fetal bovino.

Tabela 6: Avaliagdo qualitativa da atividade antimicrobiana de microrganismos
endofiticos isolados de C. arabica frente a microrganismos potencialmente patogénicos:
S. aureus, E. coli, C. albicans. Auséncia de atividade (-), presenca de atividade
antimicrobiana (+)

Isolados S. aureus E. coli C. albicans

CFO299 + + +
CRAO7 + + -
CRAO8 + = +
CRA41 + + +
CRA50 + + T

CRA51 + + +
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RZCO7 - = +
Rizol1lc + + +
Rizo23c + + +

Um importante adendo € de que as cepas CRAO07 e CRA08, mesmo
apresentando atividade apds reativadas em meio suplementado com soro fetal
bovino, exibiram um halo de inibicdo muito pequeno, assim excluindo as mesmas

de testes posteriores.

Um estudo demonstrou, utilizando a técnica do bloco de gelose que,
dentre 71 amostras de actinomicetos testadas, 18% apresentaram atividade
antimicrobiana frente ao microrganismo-teste, K. pneumoniae ATCC 29665,
apos 24 horas de cultivo, e 22% apods 48 horas de cultivo (CUNHA et al., 2010).
Foi demonstrado também, por (FERREIRA et al., 2016) utilizando a mesma
técnica, que a cepa de Streptomyces sp G-27 apresentou atividade
antimicrobiana contra cinco microrganismos testes, sendo eles: S. aureus, E.
faecium, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae.e C. albicans. O teste do bloco
de gelose pode ser considerado como um teste simples para triagem de
atividade antimicrobiana e ainda vem sendo empregado por diversos autores
com tal finalidade (AMARAL et al., 2020).

Microrganismos isolados da espécie vegetal Caryocar brasiliense,
também coletadas no cerrado da Ufscar, demonstram que de 42 isolados
endofiticos testados para cada um dos trés microrganismos potencialmente
patogénicos, por meio do teste do bloco de gelose, 05 tiveram atividade contra
S. aureus, 01 contra C. albicans para E. coli ndo foi observada nenhuma
atividade (ASSIS, 2018).

Em um estudo conduzido por MOURA (2020), inicialmente 54 isolados
fungicos em estoque foram submetidos ao teste do bloco de gelose para triagem.
Entre estes, apenas 7 (14,3%) apresentaram atividade contra as linhagens de
microrganismos-teste, porém destes, apenas 4 seguiram no estudo. Apés testar
o caldo de fermentacdo obtido destes isolados fungicos, muitos nao
apresentavam atividade. No presente estudo, também foi observado, que alguns
microrganismos que tiveram bons resultados no teste do bloco de gelose,

guando foram produzidos seus caldos fermentados, ndo mantiveram a atividade
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que se esperava. Portanto esse teste deve ser revisado e cuidadosamente

aplicado.

No estudo conduzido por (ANDRADE, 2019) o endofitico identificado
como Enterobacter asburiae, apresentou: atividade contra dois fungos
fitopatogénicos, Fusarium axysporium e Fusarium solani e potencial como
indutor da promocao de crescimento vegetal e atividade enzimatica. A espécie
microbiana P. agglomerans apresentou potencial como indutor da promocao de
crescimento vegetal e atividade enzimatica, assim como cepas de P. dispersa.
Ambas cepas neste estudo também apresentaram atividade antimicrobiana,
obtida pela técnica do bloco de gelose para as trés cepas potencialmente

patogénicas ja citadas.

Devido aos resultados obtidos com a triagem de atividade antimicrobiana,
5 cepas com maior potencial antimicrobiano foram selecionadas para
continuidade do estudo, estas foram: E. asburiae, P. agglomerans, P. dispersa e

mais duas cepas ainda néo identificadas nomeadas de Rizollc e Rizo23c.

4.3 Padronizacdo pela técnica de cinética de crescimento bacteriano e

atividade antimicrobiana dos caldos fermentados

Para o estudo e a avaliagdo da melhor técnica para preparacao dos caldos
fermentados foram realizadas as curvas de crescimento de cada uma das cepas
citadas no tépico acima em 3 diferentes meios de cultivo (Figura 29). Para os
microrganismos rizosféricos, 0s quais apresentaram caracteristicas de
actinomicetos, foram estabelecidos inicialmente os tempos de 7, 14, 21, 24 e 28
dias de cultivo (Figura 30), isso devido ao seu crescimento ser mais lento.
Demais autores, quando trabalhando com actinomicetos também estabelecem
tempos minimos de cultivo superiores a 7 dias (CHEEPURUPALLL, et al., 2018;
NUNES, 2020).
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Figura 29: Médias da curva de cinética de crescimento das cepas pré-selecionadas em trés
diferentes meios de cultivo. A- Curva de crescimento P. agglomerans; B- Curva de crescimento
P. dispersa; C- Curva de crescimento E. asburiae; D- Curva de crescimento do endofitico
nomeado como Ef2p4.

O inéculo foi quantificado e padronizado por sua densidade Optica, apos
leitura ajustou-se a concentracdo da solucao para 0,08 a 0.1 de absorbancia,
70% de transmitancia, concentracdo de 1,5 x 108 UFC/mL. Segundo (ASSIS,
2018), resultados obtidos a partir da curva de cinética de crescimento esbocada
por densidade optica do caldo fermentado demonstram uma boa correlagdo com
a contagem microbiana em log UFC/mL™1, justificando assim, o uso da D.O como

medida para avaliagdo do crescimento microbiano.

Podemos observar um comportamento similar de crescimento frente aos
endofiticos testados. Se tratando do meio TSB, as cepas Ef2p4 e E. asburiae

apresentaram o pico de crescimento em 48 horas, caindo bruscamente apos 72
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horas. Ja a cepa P. dispersa apresentou seu pico de crescimento em 24 horas,
caindo pouco até as 72 horas, onde também apresenta uma queda brusca. Para
P. agglomerans, o crescimento se manteve estavel entre 24 e 72 horas, onde

também diminui bruscamente.

Em meio ISP2 as 4 cepas também se comportaram de maneira similar,
apresentando um pico de crescimento entre 22 e 24 horas, onde a partir de entdo
comeca a diminuir sua D.O. Notamos também uma queda brusca a partir das 72
horas. O mesmo acontece quando analisamos a curva obtida a partir do cultivo
em meio MGYP.

Quanto a atividade antimicrobiana, esta foi avaliada nos mesmos tempos
em que se deu as leituras da curva de cinética de crescimento microbiano, para
todas as variacdes testadas. O endofitico P. agglomerans, apresentou halo de
inibicdo contra S. aureus quando seu caldo fermentado foi produzido em meio
ISP2 de 20 a 24 horas. O caldo fermentado produzido a partir do endofitico P.
dispersa, quando cultivado nos meios: MGYP e TSB apresentaram halos de
inibicdo contra E. coli nos tempos de 72 e 96 horas quando em MGYP e 16 a 22

horas quando em TSB.

Desde os primeiros relatos do uso potencial industrial de metabdlitos
secundarios produzidos por endoéfitos, ha mais evidéncias de que as bactérias
GRAM-positivas endofiticas sdo uma das fontes mais importantes de novos
compostos que tém potencial comprovado para aplicacdes agricolas, médicas e
farmacéuticas, gracas as suas atividades antimicrobiana e anticancer (EK-
RAMOS et al.,, 2019). No entanto observa-se neste estudo que os caldos
fermentados produzidos por Pantoea dispersa e Pantoea agglomerans
classificadas como GRAM-negativas, foram as que apresentaram atividade
antimicrobiana. Este género por sua vez, ja foi mencionada na literatura como
produtora de metabdlitos secundarios produzindo uma variedade de antibiéticos
(WALTERSON; SMITH; STAVRINIDES, 2014).

Nesse estudo o caldo fermentado por E. asburiae, apresentou fraco halo
de inibicdo, ndo demonstrando alta bioatividade. Porém em um outro estudo,
essa mesma cepa apresentou valores de MIC entre 0,125 e 16 mg/mL™?, seu

extrato bruto mostrou atividade contra M. smegmatis e E. coli em concentracdes
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de 0,500 mg/mL-1. Para M. marinum e K. pneumonia em concentracées de 0,125
mg/mL~. Esse extrato também apresentou atividade contra S. aureus e B. cereus
(AKINSANYA; TING; MUINAT, 2017)
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Figura 30: Curva de cinética de crescimento das cepas pré-selecionadas em trés diferentes
meios de cultivo. A- Curva de crescimento Rizo07x; B- Curva de crescimento Rizo23c; C- Curva
de crescimento Rizollc.

Se tratando dos microrganismos rizosféricos utilizados no presente
estudo, ambos isolados sé@o actinomicetos, estes por sua vez se adaptam aos
mais diversos ambientes, estando em maior abundancia no solo, podendo ser
encontrados tanto na superficie, como a mais de 2 metros de profundidade
(Goodfellow & Williams, 1983; NUNES, 2020).

O caldo fermentado produzido a partir dos microrganismos Rizollc e
Rizo23c, apresentaram bioatividade contra S. aureus e E. coli, respectivamente,

nos tempos de 22, 23, e 24 dias de fermentacédo. Ja a cepa Rizo07x, apresentou
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bioatividade também contra cepas de S. aureus, E. coli e C. albicans no tempo

de 14 dias de fermentacao.

Em um estudo conduzido por (ROY; HALDER; BANERJEE, 2016), foi
observado que apdés 8 dias de incubagdo, o endofitico Streptomyces
thermoviolaceus entrou em fase estacionaria, foi entdo que a producédo de
antimicrobianos aumentou acentuadamente. O meio ISP2 foi considerado como

0 meio de producdo mais eficaz na producdo dos metabdlitos de interesse.

Com dados obtidos a partir de um estudo utilizando cepas de P. polymyxa
foi definido que o valor da concentracgéo inicial da fonte de carbono € similar com
aguela de (16 g/L). O ajuste na concentracdo da fonte de carbono desempenha
um papel importante na ativacdo do metabolismo secundario de P. polymyxa, o
gue resulta em uma producao ampliada de substancias antimicrobianas, no qual
a porcentagem de reducdo da CIM contra E. coli foi de 96,88% (SERRANO,
2014). Esse e outros dados apoiam a escolha dos diferentes meios utilizados no
presente estudo, uma vez que 0S mesmos apresentam grande variagdo na

concentracéo de fontes de carbono.

Corroborando com os resultados apresentados, afirma-se em diferentes
estudos que os metabdlitos secundarios geralmente sdo sintetizados na fase
estacionaria ou no final da fase de crescimento do microrganismo, dando a
entender que estes ndo desempenham funcdes essenciais no crescimento ou
reproducdo, mas conferem funcdes adaptativas aos organismos que 0S
produzem. Sao extremamente diversificados e muitos atuam como antibiéticos,
pigmentos, toxinas e neuropeptidios (BALTZ, 2014; TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).
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5. CONCLUSAO

Foram identificadas cepas endofiticas com atividade antimicrobiana nas
duas espécies vegetais estudadas no presente trabalho. A Coffea arabica
apresentou um maior niumero de microrganismos com potencial antimicrobiano
em relacdo a Xylopia aromatica. Porém ambas possuem microrganismos
endofiticos e rizosféricos que apresentam bioatividade contra cepas
potencialmente patogénicas.

Um fator importante observado neste estudo foi em relagéo ao teste do
bloco de gelose. Este vem sendo utilizado até os dias atuais como um teste para
triagem de atividade antimicrobiana. Porém na grande maioria dos casos, as
cepas que apresentaram bioatividade no teste, ndo apresentaram bioatividade
significativa quando produzido o caldo fermentado a partir das mesmas. Assim,
tal metodologia deve ser revisada e empregada cuidadosamente. Testes
adicionais ndo descritos na tese foram realizados com o intuito de converter a
falta de bioatividade dos caldos fermentados que foram produzidos com base
nos resultados obtidos no teste da gelose. Foi realizado lise celular dos
microrganismos antes do caldo ser centrifugado, assim como cultivo misto.
Mesmo apoés estes procedimentos os caldos fermentados inicialmente sem
bioatividade mantiveram-se sem a mesma.

Apoés analise de bioatividade podemos também concluir que dentre os
microrganismos endofiticos e rizosféricos analisados o0 que se destaca em
relacdo a sua bioatividade é o Rizo07x que apresentou bioatividade contra as
trés cepas testadas quando produzido em MGYP durante 14 dias de

fermentacao.
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