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RESUMO

A variedade de fatores ambientais aos quais a vegetacao do cerrado ou savana
estd submetida favorece o potencial de sintese de novos compostos pelas
plantas e também pelos endofiticos isolados das mesmas, estes por sua vez
sdo caracterizados como fungos ou bactérias que hospedam o tecido vegetal
sem estabelecer danos. O cerrado caracteriza-se como excelente mosaico de
biomas para pesquisa de endofiticos. Endofitos encontrados no cerrado
apresentaram grande potencial biotecnolégico, produzindo novos compostos
com atividades antimicrobianas, enzimaticas, leishmanicidas, antitumorais, anti-
inflamatorias, analgésicas, diuréticas e cicatrizantes. Dentro desse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial biotecnoldgico da cepa
de Paenibacillus polymyxa RNC-D isolada a partir da espécie vegetal Prunnus
sp. quanto a atividade antagbnica, in vitro, de fungos fitopatogénicos. Os
resultados obtidos foram: Ceratocystis paradoxa (negativo) Colletotrichum
sp.(40%), Fusarium oxysporum (51,7%) , Phytophthora sojae (61,3%) e
Rhizopus microsporus (negativo). Também quanto a atividade antimicrobiana,
in vitro, do extrato bruto fresco produzido em meio Yeast extract peptone
manitol, filtrado, os resultados obtidos foram: Candida albicans (negativo),
Citrobacter freundii (15mm), Enterococcus faecalis (14mm), Escherichia coli
(17mm), Micrococcus luteus (15mm), Proteus sp. (negativo), Salmonella sp.
(16mm), Staphylococcus aureus (15mm), Staphylococcus epidermidis (12mm),
Staphylococcus saprophyticus (18mm). A busca por substancias e compostos
anti-inflamatérios € de grande importancia para o controle da inflamacao, uma
vez que os anti-inflamatérios ndo esteroidais apresentam severos efeitos
colaterais, como reacdes gastrointestinais, dispepsia severa, Ulceras duodenais
e gastricas. Para a avaliacdo dos extratos quanto ao seu potencial anti-
inflamatorio foi usado o modelo de edema de pata estimulado com carragenina
(inflamagédo aguda). Posteriormente foram avaliados os efeitos que contribuem
para a reducédo e controle desse processo, observando um efeito positivo para
a queda de temperatura nos grupos tratados com extrato, esse efeito
apresentado foi similar com o apresentado pelo tratamento comercial visando
um possivel e promissor anti-inflamatorio para ser avaliado em outros modelos
experimentais. Palavras-chave: anti-inflamatorios; antimicrobianos;

bioatividade; metabdlitos secundarios, fitopatégenos.



ABSTRACT

The variety of environmental factors to which Cerrado or Savanna vegetation is
subjected has favored the potential for the synthesis of new compounds by the
plants and also by the endophytes isolated from them, which are characterized
as fungi or bacteria that host the plant tissue without establishing harm. The
Cerrado is characterized as an excellent mosaic of biomes for endophytic
research. Endophytes found on its environment displayed great
biotechnological potential, producing new compounds with antimicrobial,
enzymatic, leishmanicidal, antitumor, anti-inflammatory, analgesic, diuretic and
cicatrizant activities. In this context, the present work aimed to evaluate the
biotechnological potential of the Paenibacillus polymyxa strain RNC-D isolated
from the plant species Prunnus sp. Concerning the antagonistic activity of
phytopathogenic fungi in vitro. The results obtained were: Ceratocystis
paradoxa (negative) Colletotrichum sp. (40%), Fusarium oxysporum (51.7%),
Phytophthora sojae (61.3%) and Rhizopus microsporus (negative). Also as
antimicrobial activity, in vitro, the Fresh crude extract produced in medium
Yeast extract peptone mannitol, filtered, the obtained results were: Candida
albicans (negative), Citrobacter freundii (15mm), Enterococcus faecalis (14mm),
Escherichia coli (17mm ), Micrococcus luteus (15mm), Proteus sp. (Negative)
Salmonella sp. (16mm), Staphylococcus aureus (15mm), Staphylococcus
epidermidis (12mm), Staphylococcus saprophyticus (18mm). The search for
substances and anti-inflammatory compounds is of great importance for the
control of inflammation, since the nonsteroidal anti-inflammatory have severe
side effects such as gastrointestinal reactions, severe dyspepsia, gastric and
duodenal ulcers. Carrageenan-stimulated paw edema model (acute
inflammation) was used to evaluate the extracts for their anti-inflammatory
potential. Later on, the effects that contributed to the reduction and control of
this process were observed, showing a positive effect in the temperature drop in
the groups treated with extract, this presented effect was similar to that
exhibited by the commercial treatment sighting at a possible and promising anti-

inflammatory to be evaluated in other experimental models.

Keywords: anti-inflammatory;  antimicrobials;  bioactivity;  secondary

metabolites, phytopathogens.
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1. INTRODUCAO

Segundo GUIMARAES et al. (2010), é muito importante considerar
fontes que hoje sdo pouco exploradas, pois muitas vezes estdo associadas a
uma substancia quimica inovadora. Muitos pesquisadores hoje buscam
essas fontes pouco exploradas com base no conhecimento cultural, pois o uso
de substancias bioativas obtidas de plantas € uma das préticas mais antigas e
universais praticadas pelo homem. Muitos medicamentos usados hoje em dia
tém suas origens de plantas medicinais, cujos principios ativos sao
amplamente utilizados pela indUstria farmacéutica, podemos citar, por exemplo,
aspirina, efedrina, atropina, dentre outros (BOTSARIS, 1998; AMIN, et al.,
2017).

Os produtos naturais constituem a estratégia de maior sucesso para a
descoberta de novos farmacos, implicando em uma busca continua por novos
produtos pelas industrias farmacéuticas. Se comparadas as principais fontes
fornecedoras de compostos prototipos de novos farmacos - sintese organica,
produtos naturais, quimica combinatéria e bibliotecas virtuais, a mais ampla
diversidade quimica encontrada estd associada as substéncias de origem
natural (BORGES, 2008).

Trabalhos anteriores do nosso grupo relatam (PIZA, et al.,, 2008;
SERRANO, 2014; PIZA, et al., 2015; PIZA, et al., 2016) que muitas substancias
obtidas por meio de plantas tém sua origem no metabolismo de
microrganismos que habitam o seu interior, definidos como microrganismos
endofiticos.

Endofiticos podem ser definidos como microrganismos que, pelo
menos em uma fase de seu ciclo de vida, colonizam o interior de tecidos
vegetais sem causar danos aparentes a planta hospedeira (HALLMANN, et al.,
1999). Estes microrganismos podem ser isolados a partir da superficie
desinfetada da planta, ou ainda de suas partes internas. H& alguns estudos que
mostram que 0s microrganismos endofiticos podem ter a capacidade para
controlar patégenos, pragas e nematoides (ARAUJO, et al., 2002; MOHAMED,
et al.,, 2017; BERNAL, et al., 2017 ).



18

Hoje ha uma necessidade muito grande de desenvolvimento de novos
antibiéticos visando tratar infec¢cdes causadas por agentes patogénicos que de
alguma maneira evoluiram para a resisténcia aos antibidticos mais comuns,
(SANCHEZ e DEMAIN, 2014).

Atualmente alguns estudos (LACAVA e AZEVEDO, 2014; LACAVA e
SOUSA, 2016; BERNAL, et al., 2017; HONG, et al., 2016) tém indicado que o
controle de doencas em plantas pode ser combatido com o uso de bactérias
endofiticas. Diferentes espécies bacterianas, que foram relatadas como
enddofitos, tiveram acéo inibitéria comprovada contra fitopatégenos (LACAVA e
AZEVEDO, 2014). P. polymyxa foi desenvolvida como um agente de controle
biolégico comercial e tem controlado com sucesso muitos fitopatégenos tais
como, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum e Phytophthora palmivora. Além
disso, um estudo anterior relatou que P. polymyxa tem atividade de biocontrole
contra fitopatdégeno bacteriano e nematoide (KHAN et al., 2008; HONG et al.,
2016). Com base nessas informagfes, os extratos produzidos nesse estudo
foram avaliados frente a fitopatdgenos para analise do indice de antagonismo.

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) tem tido um efeito
positivo para pacientes que tratam questdes inflamatérias, pois, diminuem a
resposta inflamatéria, reduzem a dor e baixam a febre. Por outro lado os
mesmos podem causar problemas gastrintestinais, como Ulceras, insuficiéncia
renal e hepatica (SULEYMAN et al., 2007). Devido a esta ampla gama de
efeitos colaterais causados pelo uso dos AINEs, torna-se necesséria a busca
por novas moléculas com novos mecanismos na acao anti-inflamatéria, visando
diminuir ou ainda eliminar os efeitos colaterais. Utilizando-se o modelo de
edema de pata causado por meio da administracdo da Carragenina foi avaliada
a bioatividade do extrato produzido por P. polymyxa no controle da inflamacéo

aguda.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cerrado

Segundo o ministério do meio ambiente e o Instituto Brasileiro de
Geografia e Bioestatistica (IBGE) 2004, o Cerrado é um mosaico de biomas,
sendo o segundo maior encontrado na América do Sul, ocupando atualmente
uma area de 2.036.448 kmz2, aproximadamente 22% do territério nacional. A
sua &rea continua esta incidida sobre os estados de Goias, Tocantins, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranhéo, Piaui, Rondénia,
Parand, Sao Paulo e Distrito Federal, além dos encraves no Amapa, Roraima e
Amazonas. O cerrado brasileiro é hoje, considerado como a savana mais rica
do mundo, abrigando 11.627 espécies de plantas nativas ja catalogadas. E
constituido por arvores relativamente baixas (até 20 metros), distribuidas entre
arbustos e gramineas. A vegetacao tipica do cerrado é constituida de ramos e
troncos retorcidos, folhas grossas e cascas espessas.

Este mosaico de biomas unico contém alta densidade de diferentes
plantas endémicas e foi incluido entre os 25 locais prioritarios para
conservacao de biodiversidade (MYERS et al., 2000).

Nos estados de Minas Gerais e S8o Paulo o Cerrado nativo esta
reduzido em fragmentos que raramente excedem o trecho maximo de 100
hectares. O bioma caracterizado como cerrado brasileiro tem uma estacao
seca com duracdo de cinco a seis meses, que se da entre abril e setembro e
uma estacao chuvosa com precipitacéo variando de 800 a 2000 mm (GOMES
et al., 2000).

A variedade de fatores ambientais aos quais a vegetacao desta regido
estd submetida favorece o potencial de sintese de novos compostos pelas
plantas e também pelos microrganismos endofiticos isolados das mesmas,
devido a estes aspectos, o0 cerrado caracteriza-se como excelente bioma para
pesquisa de bactérias e fungos associados a plantas. (CHALLIS e HOPWOOD,
2003; RANGEL et al., 2007; SERRANO, 2014). Porém pouco se sabe sobre a
diversidade de bactérias encontradas no cerrado, embora esse grupo seja

responsavel por uma variedade de atividades que afetam todo um
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ecossistema, particularmente o solo, que é considerado um sistema complexo
e dindmico (ZHANG & XU, 2008).

COELHO et al. (2007) durante um estudo, investigou a diversidade de
espécies de Paenibacillus em rizosferas de quatro cultivos de Sorghum bicolor
em solo de Cerrado, encontrando 14 espécies de Paenibacillus spp..

Um estudo bioprospectivo realizado no cerrado da regido de Séo
Carlos/ SP obteve, dentre outras, uma espécie isolada de Prunnus sp. que foi
capaz de inibir o crescimento da cepa indicadora Staphylococcus. Em estudo
complementar, a espécie isolada de Prunnus sp. foi posteriormente identificada
como Paenibacillus polymyxa e recebeu a designacdo RNC-D (SERRANO, et
al. 2012).

2.2 Microrganismos endofiticos

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). Em 1926, Perotti foi o primeiro a usar o termo
endofiticos para descrever bactérias que ndo sao patogénicas e tiveram sua
origem do interior de tecidos vegetais ou ainda da rizosfera (AKSHIT PURI, et
al., 2015). Sabe-se que como consequéncia de sua evolugdo bioquimica e
bioldgica, microrganismos tem a habilidade de utilizar varios substratos sélidos,
dentre os quais se podem incluir o interior de plantas vivas (SANO, et al.,
2010).

Microrganismos endofiticos sdo definidos como fungos ou bactérias que
colonizam o interior dos tecidos de plantas, sem apresentar efeito patogénico
ao hospedeiro (AZEVEDO & ARAUJO, 2007). Embora ndo provoquem sinais
ou sintomas evidentes de sua aparéncia na planta, os enddéfitos podem existir
como simbiontes, fornecendo ao hospedeiro alguma forma de protecdo contra
varias injurias ambientais, como o0 atague de pragas, patdgenos ou ainda
potenciais estresses ambientais (BACON, 2000; STROBEL, et al., 2017).

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
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enddfito 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 um estudo realizado por TIANYI & SANFENG
(2017) P. polymyxa WLY78 foi marcado com Proteina Verde Fluorescente
(GFP) e posteriormente inoculado em raizes de trigo, milho e pepino (Figura 1).
Os padrdes de colonizacdo de P. polymyxa WLY78 nestas plantas foram
observados no microscopio de varredura a laser verificando os padrées de

colonizacéo.
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Figura 1 — Imagem confocal da P. polymyxa colonizando raizes de trigo.
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(A) Imagem das células de P. polymyxa marcadas com GFP. (B-D) Padrbes de

colonizacdo da P polymyxa WLY78 marcada com GFP em raizes de trigo ap6s 15

horas de inoculacéo. (E-G) Padrdes de colonizagdo apés 1 dia de inoculag&o. (H)

Padrdes de colonizacdo apds 3 dias de inoculacdo. (I-J) Padrdes de colonizagéo

apos 5 dias de inoculagdo. (K) Padrbes de colonizagdo apos 7 dias de inoculacao.
(L) Padrbes de colonizacdo apés 10 dias de inoculacdo (TIANYI e SANFENG,

2017).
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Endofitos podem ser isolados de plantas cuja superficie foi desinfetada
adequadamente ou ainda podem ser extraidos de tecidos internos. Uma
grande variedade de espécies bacterianas pode ser isolada a partir de uma
Gnica planta (KOBAYASHI e PALUMBO, 2000). Varios relatos em literatura
comprovam 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 (ARNOLD et al., 2003;
STROBEL et al, 2004; SERRANO, 2014; GUBIANI, 2015). Esses
microrganismos, quando associados as plantas, também desenvolvem a
habilidade bioquimica de produzir metabdlitos similares ou idénticos aqueles
produzidos por suas plantas hospedeiras como um resultado de recombinacao
genética durante seu processo evolucionario (GUNATILAKA, 2006).

Hoje em dia h&d uma visdo amplamente aceita de que o0s
microrganismos, endofiticos ou ndo, constituem se ndo o mais, uma das mais
importantes formas de vida que fornecem ferramentas biotecnolégicas que
auxiliam na transformacao da matéria organica, assim como na fabricacdo de
produtos quimicos, bioquimicos, entre outros. (GUBIANI, 2015). Assim, pode-
se considerar de grande valia a bioprospeccdo de microrganismos endofiticos,
frente a diversas areas abrangendo produtos farmacéuticos, agricolas e ainda

para biorremediacao.

2.3 Paenibacillus polymyxa

Em 1986, CLAUS & BERKELEY atribuiram a bactérias em forma de
bastonete que se diferenciam em endosporos sob condicfes aerdbicas, o
género Bacillus e que mais de 60 espécies eram reconhecidas, exibindo uma
enorme variedade de fendtipos incluindo, por exemplo: aerdbios estritos,
facultativos anaerobios e até mesmo, aciddfilos, alcaldfilos, quimiolitotréficos,
haldfilos, psicrofilos e termofilos. Em 1991 ASH et al. demonstram a presenca
de 5 linhas altamente divergentes dentro do género Bacillus e sugere uma nova
divisdo taxonbmica. Em 1993 ASH et al., a partir de informagfes genotipicas,
classificaram espécies anaerodbicas facultativas como o Bacillus polymyxa e
semelhantes proximos (Grupo rRNA: 3) em um novo género denominado

Paenibacillus polymyxa.
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Esse género compreende mais de 30 espécies de bacilos Gram-
positivos que contém baixo conteido de C+G no material genético, séo
anaerobios facultativos, formadores de esporos elipticos, neutrofilicos,
periflagelados e heterotréficos (LORENTZ, 2006).

A cepa P. polymyxa P13, isolada a partir de linguiga fermentada, secreta
um composto, denominado polixina, que inibe o crescimento de bactérias do
género Lactobacillus. Este composto antimicrobiano é efetivo contra diversos
Gram-positivos e Gram-negativos incluindo deteriorantes de alimentos. A
Polixina, cuja massa molecular foi definida em 10 kDa apresenta propriedades
de bacteriocinas, como por exemplo, natureza proteinacea, insensibilidade a
solventes organicos, estabilidade a elevacdo de temperatura (90 °C, 10 min) e
pH baixo, mas instabilidade em condi¢des alcalinas (PIURI et al., 1998).

Paenibacillus anteriormente Bacillus polymyxa, tem atraido consideravel
interesse devido ao seu grande potencial biotecnolégico em diversos processos
industriais assim como na agricultura sustentavel (KIRAN, AKSHIT e CHRIS,
2016).

Segundo GUO et al., (2012), a cepa de Paenibacillus thiaminolyticus
OSY-SE produz o lipopeptideo paenibacterin (m/z 1.605,14) o qual é resistente
ao tratamento com lipase, tripsina, lisozima e a-glicosidase. O que contradiz
com o estudo dirigido por SERRANO (2014), onde foi possivel verificar a
sensibilidade do Extrato Total (ET) frente ao tratamento com lipase, indicando
assim a presenca de diferentes substancias bioativas produzidas por P.
thiaminolyticus OSY-SE e P. polymyxa RNC-D. Ainda, HE et al., (2007)
isolaram um composto de massa molecular 2983,44 Da, metabolizado por
cepas de P. polymyxa OSY-DF (Figura 2) e denominado paenibacillin que
demonstra bioatividade contra microrganismos Gram-positivos. Foi verificado
que este composto apresenta perda parcial da bioatividade sob a acéo de
tripsina. Esta perda de bioatividade ap6s o tratamento enzimatico nao foi
observada na cepa P. polymyxa RNC-D. Estes resultados deixam claro que a
substancia bioativa isolada por GUO et al.,, (2012) e HE et al.,, (2007) é
diferente daquela produzida por P. polymyxa RNC-D.
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Figura 2 — Paenibacillus polymyxa OSY-DF

Figura 1. Imagem de microscopia eletrbnica de varredura da cepa de
Paenibacillus polymyxa OSY-DF (HE, et al., 2007).

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana do ET produzido por P.
polymyxa RNC-D isolado por SERRANO, (2014) a partir de folhas de Prunnus
sp, conhecido popularmente como pessegueiro do cerrado, demonstrou
bioatividade contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. ApGs a aplicacao
de tratamentos enzimaticos e filtragdo, constata-se que: o tratamento com
protease, proteinase K, pronase E, pepsina e tripsina, o ET manteve sua
bioatividade contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli; Ja apés o
tratamento com lipase houve presenca de reducédo da bioatividade contra as
duas cepas citadas, sendo que, a redugao na atividade antimicrobiana foi mais
acentuada contra o microrganismo Gram-positivo. Apds a filtracdo em

membranas de 10KDa, 3KDa e 1KDa, houve reducéo da bioatividade apenas
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contra S. aureus apos a filtragem de 1KDa. Assim afirma-se que ha pelo menos
um composto de natureza lipidica (ou mista) bioativo contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas; também que no ET existe pelo menos um
composto, de massa molecular estimada em menor que 1 KDa, com atividade
seletiva para bactérias GRAM-negativas; e ainda, que ha pelo menos uma
molécula antibacteriana de natureza peptidica presente no ET produzido por P.
polymyxa RNC-D (SERRANO, 2014).

Considerando os resultados obtidos por SERRANO, (2014) juntamente
com dados da literatura tem-se que a molécula com 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 e foi denominado polycerradin. O ET do P.polymyxa
RND-C 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 glutamico — hidroxiprolina — glicina — alanina.

A hidroxiprolina € um aminoacido ndo proteinogénico e ndo essencial
com duas formas isoméricas, isto é, trans-4-hidroxi-L-prolina e trans-3-hidroxi-
L-prolina. A trans-4-hidroxi-L-prolina difere da prolina pela presenca de um
grupo hidroxilo ligado ao atomo de carbono y enquanto que na trans-3- hidroxi-
L-prolina o grupo hidroxilo esta ligado ao atomo de carbono p. A hidroxiprolina
€ um constituinte importante da principal proteina estrutural do colageno e
desempenham um papel fundamental na sintese e estabilidade do colageno
(ANANTHANARAYANAN, 1983; AMIT, 2016).

2.4 Atividade antimicrobiana

2.4.1 Microrganismos potencialmente patogénicos

Segundo STROBEL e DAISY, (2003) antibiético pode ser definido como
uma substancia de baixo peso molecular produzido por microrganismos que
apresentam atividade em baixas concentra¢gées contra outros microrganismos.

Atualmente hda uma necessidade muito grande de desenvolvimento de

novos antibidticos visando tratar infecgcdes causadas por agentes patogénicos
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que de alguma maneira evoluiram para a resisténcia aos antibioéticos mais
comuns (SANCHEZ e DEMAIN, 2014; ALVIN; MILLER; NEILAN, 2014). A
bioprospecc¢édo de produtos naturais € uma fonte para a descoberta de novos
farmacos por meio de do isolamento de metabolitos de organismos vivos
(BUATONG et al., 2011; ALVIN; MILLER; NEILAN, 2014).

A bioprospeccéo de bactérias produtoras de metabdlitos antimicrobianos
em plantas do cerrado da regido de Sao Carlos foi realizada por Ratti et al.,
(2008). Os microrganismos isolados de Cassia leptophylla ndo demonstraram
potencial antag6nico contra Staphylococcus coagulase positivo. Por outro lado,
uma espécie isolada a partir de Prunnus sp. denominada Paenibacillus
polymyxa RND-C foi capaz de inibir o crescimento da cepa indicadora
(SERRANDO, et al. 2012).

Os Peptideos Antimicrobianos (PAMs) podem ser considerados como
um grupo Unico e variado de moléculas que sdo produzidas por organismos
vivos de todos os tipos, além disso, também fazem parte do sistema imune
inato (ZASLOFF, 2002; GIULIANI et al., 2007). Embora haja grande
diversidade de moléculas, a maioria dos PAMs, tem como mecanismo de acdo
a capacidade de danificar a membrana celular através da formacédo de poros,
esses permitem o efluxo de substancias, desestabilizando e conduzindo a
morte celular (PETERS et al.,2010). Uma importante caracteristica dos PAMs,
€ de apresentar interacdo preferencial por células microbianas fazendo deles
nao toxicos para células de mamiferos (HARRIS et al. 2009). Esses peptideos
exibem uma vasta gama de atividades contra microrganismos incluindo
bactérias GRAM-positivas e GRAM-negativas, protozoarios, leveduras, fungos
e até mesmo certos virus e protozoarios. Em contraste com muitos dos
antibiéticos convencionais, os PAMs parecem ser bactericidas em vez de
bacteriostaticos e requerem um curto tempo de contato para induzir a morte de
microrganismos. Também tem demonstrado ter um grande numero de func¢des
imunomodulatérias, como, atuar como quimiocinas ou induzir sua producéo,
induzir a producdo de citocinas proé-inflamatérias promovendo cicatrizacdo de
feridas e modulando as respostas de células dendriticas e células da resposta
imune adaptativa (PENGMIAN; ZHENYI; XIAOYU, 2017).



28

Um grande numero de PAMs ¢é sintetizado nos ribossomos e
sequencialmente  recebem  modificagbes para  adquirirem  formas
biologicamente ativas. Tais peptideos, produzidos por certo tipos de bactérias,
sdo genericamente denominados bacteriocinas (SERRANO 2014). L-
antibioticos pertencem a classe | das bacteriocinas, e sdo caracterizados por
conter amino&cidos ndo usuais em sua estrutura, tais como aminoacidos com
ligagbes cruzadas de tio-éter, lantionina, 3-metil-lantionina e aminoacidos
desidratados (CHATTERJEE et al., 2005; McAULIFFE et al., 2005). Estes
residuos modificados déao estabilidade a conformacdo molecular sendo assim
essenciais para a atividade antimicrobiana e também para resisténcia a acao
de proteases secretadas (OSAPAY et al., 1997; VAN KRAAIJ et al., 2000). L-
antibioticos sdo peptideos antimicrobianos contendo lantionina produzidos por
bactérias GRAM-positivas. Estes sdo peptideos modificados pos-
traducionalmente e sintetizados ribossomicamente (EN e AHMED, 2015).

Lipopeptideos s&@o moléculas constituidas por uma sequéncia de
aminodcidos, dispostos de forma linear ou ciclica, na qual uma porcéao lipidica
estd associada. Esses compostos apresentam-se ativos contra um grande
namero de espécies de bactérias e fungos (ONGENA e JACQUES, 2008).

P. polymyxa € conhecido por produzir dois grupos de PAMs. Um grupo
compreende moléculas ativas contra bactérias GRAM-negativas, incluindo
polimixinas (SHOJI et al., 1977). O outro grupo é constituido por PAMs ativos
contra fungos e bactérias Gram-positivas, incluindo fusaricidinas A, B C e D
(BEATTY e JENSEN, 2002) e composotos andlogos a fusaricidinas (RAZA et
al., 2010). O aumento da resisténcia bacteriana a antibiéticos convencionais
vém estimulando o isolamento e caracterizacdo de diferentes PAMs para uso
potencial como novos agentes antibacterianos e antifingicos. Mais
significativamente, a habilidade destas moléculas naturais em suprimir
microrganismos multidroga resistente direciona a elas consideravel atencao e
interesse clinico (GIULIANI et al., 2007).

2.4.2 Microrganismos fitopatogénicos

Atualmente alguns estudos tém indicado que o controle de doencgas em

plantas pode ser combatido com o uso de bactérias antagdnicas. Diferentes
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espécies bacterianas que foram relatadas como enddfitos tiveram acao
inibitéria  comprovada contra fitopatégenos (LACAVA e AZEVEDO, 2014;
LACAVA e SOUSA, 2016; LU, 2017; MOHAMED, 2017; HU, 2017).

Ha wuma demanda crescente por estratégias consideradas
ecologicamente corretas na agricultura. Ao longo dos ultimos 150 anos, a
pesquisa repetidamente demonstrou que as bactérias e os fungos tém uma
intima ligacdo com suas plantas hospedeiras e sdo capazes de promover o
crescimento das plantas, resisténcia contra patdégenos e parasitas, maior
resisténcia, entre outros (WHIPPS, 2001).

Sao considerados fitopatégenos, fungos, bactérias e virus responsaveis
por ocasionarem doencas em plantas (PERNEZNY et al., 2014). Esses
microrganismos causam um processo infeccioso, ao invadir os tecidos e
colonizar a planta. Normalmente, retiram do hospedeiro todos 0s nutrientes
responsaveis para o seu desenvolvimento e sdo identificados pelos sinais e
sintomas que causam no hospedeiro, como podriddes, ramos secos, manchas
nas folhas e murcha das plantas (BATISTA et al., 2007).

Os agroquimicos, muito utilizados atualmente com sucesso na
agricultura, podem causar diversos efeitos indesejados, como residuos em
alimentos, resisténcia de patdgenos e pragas aumentadas e contaminacado de
aguas subterraneas e superficiais (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN, 2011).
Um método alternativo ao uso destes agroquimicos € o controle biolégico
atribuido a acdo de outros seres vivos. Esse € considerado um método
eficiente e que possui menor custo de manutencao, além de ndo agredir o
ecossistema (AZEVEDO et al., 2000).

As doencas causadas por fitopatégenos levam a queda de producao e,
consequentemente, grandes prejuizos financeiros. Podem também induzir o
apodrecimento de verduras e frutas ap0s a colheita, alterando o contetdo
nutricional e o aproveitamento esperado desses alimentos (JUNQUEIRA e
JUNQUEIRA, 2014).

Em um estudo realizado por MOHAMED, et al. (2017), foram estudadas
bactérias antagonistas pertencentes aos seguintes géneros: Arthrobacter,
Pseudomonas, Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus e Rummeliibacillus, que
foram capazes de antagonizar o crescimento de Fusarium sambucinum,

Verticillium dahliae e Pythium sulcatum. Todos os isolados mostraram uma
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reducdo significativa do crescimento micelial de pelo menos um dos trés
patégenos testados. A presenca de uma zona de inibicdo em meios de cultura
sélidos sugeriu que a redugcdo do crescimento era provavelmente devido a
producdo de metabolitos extracelulares difusiveis.

O fungo fitopatdgeno Ceratocystis paradoxa € o causador da podriddo
negra no abacaxi. E um fitopatbgeno agressivo e de dificil controle. Os
sintomas sao escurecimento e apodrecimento da casca e da polpa do abacaxi,
tornando inviavel a comercializacdo dos frutos (FERRARI, 2009). O mesmo
pode também ocorrer em cana de agucar (CHAPOLA, 2010).

O fitopatdbgeno Phytophthora sojae € um dos patdégenos de soja
considerados predominante nas regides de producdo onde se apresentam
solos mal drenados. Ele pode infectar soja em qualquer etapa de seu
desenvolvimento e provoca podridao de raiz e sementes (DORRANCE et al.,
2008).

O fungo Colletotrichum, trata-se de um género que também pode ser
considerado como simbionte de plantas, porém € mais comumente encontrado
como fitopatégeno. Esse fungo causa antracnose em diferentes espécies
vegetais (DAMM et al.,, 2010). A antracnose € caracterizada por lesbes
necréticas, irregulares, inicialmente de cor parda em folhas jovens e
posteriormente de coloracdo avermelhada em folhas mais velhas. As folhas
jovens tornam-se retorcidas, enegrecidas e posteriormente caem, quando o
ataque € muito severo. Também causa queda de frutos e flores jovens, com
enormes prejuizos no pomar (CHAPOLA, 2010).

Diversas espécies de Fusarium, normalmente, sdo consideradas como
sendo fitopatdgenos e saprofitos do solo. Grande parte das espécies desse
género parasitam sementes de cereais e outros frutos do campo, causando
assim, danos antes e ap0s a colheita aos mesmos (ZACARONI et al., 2009).

Microrganismos comumente encontrados no solo, incluindo P. polymyxa
(TIMMUSK et al., 2005), podem promover o crescimento de plantas por meio
de producdo de hormdnios tais como citocinas, auxinas, etileno, giberelinas e
habilidade de fixar nitrogénio, ou ainda, pela supressdo de doencas em plantas
causadas por microrganismos deletérios como o0s ja citados acima
(BLOEMBERG & LUGTENBERG, 2001; LOON, 2007)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fitopatologia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Antracnose
https://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Caju/CultivodoCajueiro/glossario.htm#lesoes
https://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Caju/CultivodoCajueiro/glossario.htm#lesoes
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2.6 Atividade anti-inflamatoria

A descoberta do taxol como um produto natural derivado do endofito
Taxomyces andreanae em 1993, foi o precursor do reconhecimento dos
endofiticos como uma importante fonte de producdo de substancias bioativas
(STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993). Desde que o primeiro endofitico foi
identificado, uma grande atencao foi dada a exploracdo de novas substancias
que podem ser sintetizadas por eles. Esta habilidade é relevante por fornecer
uma alternativa a exploracdo de vegetais de crescimento lento, assim ajudando
a preservar a biodiversidade (CARVALHO et al., 2012), além de reduzir o valor
de mercado e facilitar a producéo de tais substancias (SEBASTIANES et al.,
2012; ZHENG et al., 2015).

SERRANO, (2009) isolou da espécie vegetal Prunnus sp. oriunda do
cerrado, uma cepa denominada P. Polymyxa RNC-D. O ET produzido com tal
cepa, foi submetido a um sistema de duas fases, separando-se entdo em ELP
e FA. Resultados obtidos em bioensaios revelaram que o ELP apresenta um
amplo espectro de atividade contra bactérias GRAM-positivas, GRAM-
negativas e fungo. A andlise por espectrometria de massas de ELP revelou a
presenca de um composto peptidico inédito o qual foi denominado
polycerradin. A partir da fragdo aquosa foi possivel a purificacdo de um novo
PAM. A bioatividade do composto foi avaliada e confirmada frente as bactérias
GRAM-negativas. A determinacdo da sequéncia de aminoacidos foi realizada
relatando pela primeira vez a producdo do PAM PpRNCD que possui um
aminoacido ndo usual em sua constituicdo. Em termos de tamanho de
molécula, pode-se considerar que o0 PAM PpRNCD € um dos menores
peptideos naturais ativos relatados até o momento. Uma caracteristica
intrigante da sequencia de aminoacidos do PpRNCD é a presenca da
hidroxiprolina como parte da cadeia.

A hidroxiprolina € um constituinte importante da principal proteina
estrutural do colageno e desempenha um papel fundamental na sua sintese e
estabilidade (AMIT, et al., 2016). A concentracdo de hidroxiprolina é uma
medida da concentracdo de colageno. Assim, uma maior concentracado de

hidroxiprolina indica uma taxa mais rapida da cicatrizacdo de ferida, além de
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apresentar um reflexo da proliferacéo celular aumentada devido ao aumento da
sintese de colageno (DWIVED, et al. 2016).

A inflamacdo é considerada um dos mais importantes processos que
estdo envolvidos na defesa do nosso organismo, entretanto, na grande maioria
das vezes a mesma progride para situacdes dolorosas ou doencas cronicas,
necessitando entdo de intervencdo e tratamento farmacoldgico. O processo
inflamatério ndo € um evento Unico, ao contrério disso esse processo envolve
uma série de eventos que podem ser induzidos por diferentes tipos de
estimulos como, por exemplo, agentes infecciosos, isquemia, interacdes
antigeno anticorpo e ainda danos de origem fisica ou térmica. A resposta
inflamatéria € na maioria das vezes acompanhada pelos sinais clinicos
classicos, que sdo: calor, rubor, dor, edema e a perda da funcdo do local
afetado que é decorrente de um influxo marcante de células inflamatdrias, além
de extravasamento plasméatico para o local lesado (CELOTTI & LAUFER,
2001).

Em 1983 com o interesse de auxiliar seu pai, portador de artrite
reumatoide severa, o quimico alemao Félix Hoffman iniciou junto & companhia
Bayer, a qual era vinculado, a producdo de uma molécula com atividade
analgésica chamada de acido acetilsalicilico ou aspirina. Apds este evento,
surge entdo uma classe de novas drogas, os AINESs, que se tornam 0s mais
utilizados nos ultimos 100 anos (DUBOIS, et al. 1998).

O grande interesse pelo processo inflamatorio na ciéncia se da ao
motivo de ser o primeiro sinal bioldgico em qualquer estado de anormalidade
gue nosso corpo apresente. Os AINEs possuem um impacto positivo sobre a
qualidade de vida do paciente, pois incorporam beneficios como, por exemplo,
melhoria de dores musculoesqueléticas, e também em algumas doengas como,
por exemplo, a artrite reumatéide, uma doenca inflamatéria crénica. (GABRIEL
e MATTESON, 1995).

Uma revisao sobre o consenso do uso de AINEs em casos de artrite
reumatdide foi elaborada em 1995, apresentando as vantagens e as
desvantagens de seu uso. Entre os riscos oferecidos devido a0 seu uso,
podem-se listar as reacdes gastrointestinais (Gl) como dispepsia severa,
Ulceras duodenais e gastricas. (GABRIEL e MATTESON, 1995). No fim do

século XX e inicio do século XXl foram testemunhados diversos ensaios
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clinicos aleatérios de grande porte, organizados para quantificar o risco
gastrointestinal dos AINEs. A partir desses estudos descobriu-se
inesperadamente um aumento da incidéncia de infarto do miocéardio em
pacientes tratados com o Rofecoxib seletivo de ciclooxigenase-2. Os AINEs
ainda podem levar a uma elevacdo da presséo arterial, logo, pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva apresentam um risco de descompensacao da
doenca, quando fazem uso desse tipo de medicamento. (BOMBARDIER et al.,
2000; VARGA, SABZWARI e VARGOVA, 2017).

O processo inflamatério pode se manifestar de maneira aguda ou
cronica. A forma aguda tem curta duracdo, podendo ser minutos, horas, ou
ainda alguns dias, essa forma tem como principais caracteristicas a exsudacgao
de liguidos e proteinas plasmaticas, ocasionando o edema, migracéo celular,
sensibilizacdo e ativacdo de nociceptores. Ja a fase cronica da inflamacéao
possui longa duracdo (COSTA, 2004; VIZOLI, 2008; BAPTISTINI, 2015). A
Carragenina € um polissacarideo sulfatado presente em varias espécies de
algas vermelhas de ordem Gigartinales. Um dos modelos para inducdo de
inflamacdo aguda utiliza agentes inflamatérios como a Carragenina, esse
modelo foi originalmente proposto por WINTER, et al., (1962) para indugéo do
edema de pata. A carragenina induz uma resposta inflamatéria e é altamente
sensivel aos AINEs, € caracterizada predominantemente por infiltracdo de
neutréfilos. As aminas biogénicas (histamina e serotonina), bradicinina e
substancia P sao liberadas na primeira fase, de 1 a 2 horas ap0s aplicagéo e
sdo responsaveis pelo desenvolvimento de eventos vasculares. Na segunda
fase de 2 a 6 horas, esses eventos sdo mantidos por outros mediadores, como
citocinas (IL-1 e TNF-), prostaglandinas e 6xido nitrico (FRANZOTTI, et al.
2000; CAMPOS, et al. 2017). O edema pode ser avaliado de forma direta, por
meio da determinacdo do volume ou da espessura da pata, ou de forma
indireta, por meio da determinacdo do extravasamento de corantes ou
substancias marcadas com elementos radioativos no local onde foi injetado o
estimulo inflamatério (VIZIOLI, 2008; COSTA, 2004). Os experimentos de
inflamagéo aguda foram realizados em camundongos fémeas da linhagem
Balb/C seguindo o modelo de edema de pata, baseado no modelo de JAIN, et
al., (2008).
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Devido a esta ampla gama de efeitos colaterais causados pelo uso
prolongado dos AINESs, torna-se necessaria a busca por novas moléculas com
novos mecanismos na acdo anti-inflamatoria, visando diminuir ou ainda

eliminar os efeitos colaterais citados.



35

4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Esse trabalho teve como objetivo geral avaliar a atividade antimicrobiana
de microrganismos potencialmente patogénicos para humanos e
fitopatogénicos além da atividade anti-inflamatéria do extrato total produzido
por Paenibacillus. polymyxa, bactéria endofitica isolada do Cerrado da UFSCar,

a partir de Prunnus sp., conhecido popularmente com pessegueiro do Cerrado.

4.2 Especificos

1) Verificar a atividade antimicrobiana in vitro do ET de Paenibacillus polymyxa
contra 0s seguintes microrganismos potencialmente patogénicos, clinicamente
importantes: Candida albicans, Citrobacter freundii, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Micrococcus luteus, Proteus sp., Salmonella sp.,
Staphylococcus. aureus, Staphylococcus. epidermidis e Staphylococcus

saprophyticus.

2) Comparar a atividade antimicrobiana do extrato total preparado a partir da
cepa de Paenibacillus polymyxa em dois diferentes meios, ISP2 e YPM, e a

efetividade do extrato apds filtracdo e autoclavagem.

3) Verificar a atividade antagonista in vitro do Paenibacillus polymyxa contra os
fungos fitopatogénicos: Ceratocystis paradoxa, Colletotrichum sp., Fusarium
oxysporum, Phytophthora sojae e Rhizopus microsporus;

4) Tracar um perfil anti-inflamatério a partir da verificagdo de temperatura,
diametro da pata e quantificacdo de leucdcitos de camundongos da linhagem
Balb/c.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Preparo do extrato bruto a partir do Paenibacillus polymyxa

Neste ensaio foram utilizadas cepas de P. polymyxa (SERRANO, et al.,
2009) que estdo depositados na colecdo de culturas do Laboratério de
Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB) do Departamento de Morfologia e
Patologia (DMP) da Universidade Federal de S&do Carlos (UFSCar) cultivadas
em placas de Petri contendo dois meios diferentes, ISP2 (M1) e YPM (M2). O
meio ISP2 — International Streptomyces Project Medium (number 2) tem como
composicdo bésica (g/L): 10g de extrato de malte; 2,5g de extrato de levedura;
16g de glicose; 15g de agar. O meio ainda foi suplementado com 0,25% de
peptona bacteriolégica. O meio YPM — Yeast extract, Peptone, Manitol, tem
como composicdo béasica: 20g de extrato de malte; 11,25g de extrato de
levedura; 169 de glicose; 11,259 de peptona bacterioldgica e 15g de agar.

A escolha da utilizacdo de dois meios foi baseada em estudos que
afirmam que a producédo de metabdlitos secundarios por microrganismos varia
qualitativa e quantitativamente de acordo com a cepa e condicfes de cultivo
usadas (LAM, et al., 1989; WANG, et al., 2010). Conforme KAWAI (1992),
muitos polissacarideos bacterianos sdo produzidos seguindo um processo de
fermentacdo descontinua utilizando diferentes aclUcares como fontes de
carbono e a produtividade destes pode ser afetada pelas condi¢Bes culturais,
pela composicdo do meio de cultura, temperatura, pH e aeragdo. Muitos
estudos vém sendo conduzidos para a otimizagdo dos componentes do meio
de crescimento, composicdo e condi¢cdes culturais visando aumentar a
producdo de PAMs (SEN e SWAMINATHAN, 1997; OGUNBANWO, et al.,
2003; KORENBLUM, et al., 2005; ERNANDES, 2006; VIJAYALAKSHMI,
PREMALATHA e RAJAKUMAR, 2011;SERRANO, 2014; LUSA, et al., 2016).

O meio de in6culo foi preparado transferindo-se 4 algadas da cultura de P.
polymyxa contida em placas de Petri, tendo no final a absorbancia de 1,0 nm,
para um Erlenmeyer com capacidade de 200 mL, contendo 20 mL de caldo de
ISP2 (M1) suplementado com 0,25% de peptona e em um segundo momento
com o caldo YPM (M2). O pH do meio foi ajustado para 7,0 adicionando-se
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solugdo de NaOH 1M. O cultivo foi mantido overnight a 30°C e 180 rpm em
shaker orbital (Tecnal, TE-424).

Para a producéo de substancias bioativas, 10 mL (5% do volume final)
do meio de inoculo foram transferidos para o meio de producéo (Erlenmeyer de
1 L contendo 200 mL de caldo ISP2 ou YPM). O meio de producéo foi incubado
a 30°C e 180 rpm, conforme pode ser observado na (Figura 3).

Ap6s ter sido atingida a fase estacionaria de crescimento,
aproximadamente 48 horas, a cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 20
minutos em tubo conico de 50mL e o sobrenadante cell-free foi filtrado em
membrana de 0,22 um para a obtencdo do extrato bruto. Além de filtrado o
extrato bruto foi autoclavado para posterior comparacao dos resultados obtidos
nos ensaios antimicrobianos, assim pbéde ser decidida a melhor forma de
esterilizacdo para o extrato bruto (EB) e também avaliado se 0 mesmo perde
sua atividade biol6gica quando submetido a alta temperatura e pressao. O EBF
foi obtido e posteriormente liofilizado no Laboratério de Amostras Biol6gicas da

Embrapa Instrumentacéao.
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Figura 3- Produgéo do estrato bruto

Figura 2. Imagens obtidas durante o processo de producdo do extrato bruto fresco,
onde sdo apresentados: A — meios de cultura esterilizados para posterior preparo do
inoculo e extrato; B — inoculo pronto para ser transferido para o meio de producdo C —

Meio de producéo.
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5.2 Atividade antimicrobiana
5.2.1 Microrganismos potencialmente patogénicos

Para realizag&o dos testes antimicrobianos, os extratos, tanto fresco como
liofilizado, foram autoclavados a 121°C por 15 minutos ou filtrados em filtro
para seringa, membranas de celulose 0,22 um em tubos estéreis. O EBF foi
autoclavadoffitrado apo6s centrifugacdo para a subtracdo de células
bacterianas. Depois de centrifugados uma segunda parte dos extratos foram
submetidos a liofilizacdo. Apds liofilizados os extratos foram diluidos com agua
ultrapura nas concentracdes de 05, 08, 10, 15 e 30 mg.mL™ e entdo foram
autoclavados/filtrados. Todos os ensaios de atividade antimicrobiana foram
realizados em triplicata e as medidas dos halos de inibicdo foram obtidas
através de uma média dos resultados obtidos em milimetros.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, as bactérias foram
semeadas em meio Agar Triptico de Soja (TSA, KASVI) e cultivadas por no
minimo 24 horas, posteriormente foram retiradas aliquotas das colénias dos
seguintes microrganismos: C. albicans, C. freundii, E. faecalis, E. coli ATCC
11775 e ATCC 25922, M. luteus, Proteus sp., Salmonella sp., S. aureus ATCC
29213 e ATCC 6538, S. epidermidis, S. saprophyticus (todos pertencentes a
colecao de microrganismos do Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas.

Essas aliquotas foram diluidas em tubos de ensaio contendo 5 mL de
solucdo salina a 0,9% e ajustadas na escala 0,5 de Mc Farland em
espectrofotdmetro. Para o 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 para
atingir a temperatura ambiente, posteriormente, com swab estéril, cada
microrganismo foi semeado em placa de Petri com agar MH. Foram feitos
pocos de 9 mm de diametro com o uso da base de uma ponteira de 1000uL
esterilizada. Em seguida, foi adicionado a cada po¢o 100uL do extrato bruto
fresco. Foram testados 4 EBFs: 1- EBF em meio ISP2 filtrado; 2- EBF em meio
ISP2 autoclavado; 3- EBF em meio YPM filtrado e 4- EBF em meio YPM
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autoclavado. Entdo as placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C para
posterior leitura quantitativa de formacéao de halo.

Os mesmos procedimentos citados a cima foram repetidos para os testes
realizados com o extrato liofilizado. Todos os extratos, apos liofilizados foram
diluidos em &gua deionizada nas seguintes diluicdes: 30mg.mL™, 15 mg.mL™,
10 mg.mL?, 8 mg.mL™* e 5mg.mL™, onde todas foram testadas, as placas
foram incubadas durante 24 horas a 37°C para posterior leitura quantitativa de

formacéao de halo.

5.2.2 Microrganismos fitopatogénicos

Foram realizados testes de antagonismo semiquantitativos para a
avaliacado do potencial do P. polymyxa em relacdo a fungos seguintes fungos
fitopatogénicos: Ceratocystis paradoxa, Phytophthora sojae, Colletotrichum e
Fusarium. Para este ensaio foram utilizadas cepas de P. polymyxa cultivadas
em agar ISP2 e em agar YPM, para comparar se as duas possuem as mesmas

caracteristicas quanto ao antagonismo.

A cultura bacteriana foi transferida para 5 mL de &gua ultrapura
autoclavada e a absorbancia (DO 550nm) da cultura foi medida para que o
ensaio fosse realizado com aproximadamente 102 células bacterianas mL™. Em
uma placa de Petri de vidro de 90x150 mm, contendo meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA, KASVI) foram inoculados, de um lado a dois centimetros
da borda 10puL de solucéo bacteriana. No mesmo dia foi inoculado no centro da
placa de Petri um disco de &gar com crescimento micelial do fungo
fitopatogénico com 0,5cm de didametro contendo o patégeno (ASSUMPCAO, et
al., 2009). As placas foram incubadas a 28° C num periodo de 5 a 7 dias em
triplicata. Os Resultados foram interpretados a partir das medicoes realizadas

como mostrado na figura 4.
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Figura 3. Inibicdo de crescimento fungico pelo P.
polymyxa, onde: X1= raio do crescimento fangico
em direcdo ao P. polymyxa; X2 = raio do
crescimento fangico nas laterais da placa e na

direcdo oposta do isolado bacteriano.

O calculo da porcentagem de inibicdo do P. polymyxa foi realizado a partir da

seguinte férmula:

IA =100 — _[ X1 ]_
[ x2+x2’+x2”] x100
3

5.4 Atividade anti-inflamatéria aguda

Para essa etapa foram utilizados camundongos Balb/C fémeas, com
idade entre 5 e 6 semanas, pesando entre 18 e 20 g. Todos os animais foram
provenientes do Biotério Central da USP de Ribeirdo Preto, e ficaram alojados
no biotério do DMP-UFSCar, com livre acesso a agua e ragao para roedores.
Os experimentos de inflamacao aguda foram realizados seguindo o modelo de

edema de pata, em que se induz a formacdo de exsudato inflamatorio com a
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Carragenina 200ug / pata (Jain, et al., 2008). Este estudo foi previamente
analisado e aprovado pelo Comité de Etica da UFSCar.

Foram utilizados para este experimento 7 grupos com 5 camundongos
em cada, sendo divididos em:

Grupol: controle PBS;

Grupo 2: controle carragenina 24 horas;

Grupo 3: controle carragenina 48 horas;

Grupo 4: carragenina mais tratamento (extrato) 24 horas;

Grupo 5: carragenina mais tratamento (extrato) 48horas;

Grupo 6: carragenina mais tratamento (comercial - Celecoxib ) 24 horas;
Grupo 7: carragenina mais tratamento (comercial - Celecoxib) 48 horas.

Todos os animais foram pesados e uma média foi estabelecida a cada
grupo para entédo ser calculada a dose de 5mg para cada quilograma de animal
do extrato a ser testado e 3,81 mg para cada quilograma de animal do
tratamento comercial Celecoxibe, uma vez que para o mesmo, 100nM =
3,81mg/kg. As doses dos tratamentos, comercial e a ser testado foram diluidas
em 200uL de Tampéao Fosfato Salino (PBS) 1x e administradas 1 hora antes da
inducdo do edema, via intraperitoneal (JAIN, et al., 2008).

O grupo controle (1) recebeu por via subplantar 0,3mL de PBS 1x na
pata posterior direita. Nos grupos 2 e 3 a inducdo do exsudato inflamatério foi
realizada com a Carragenina (Sigma-Aldrich®) 200 ug / pata, o composto foi
diluido em 0,3 mL de PBS 1x e a aplicacdo foi realizada na pata posterior
direita. O extrato a ser testado foi administrado nos grupos de animais 4 e 5,
60 minutos antes da carragenina (subplantar). Aliquotas do extrato liofilizado de
P. polymyxa foram mantidas sob refrigeragdo a -20°C, o extrato foi diluido em
PBS 1x e filtrado em membrana 0,22um minutos antes da administracdo nos
animais. A dose foi baseada na EC50 que foi de aproximadamente 1mg.mL™
em 48 e 72 horas. Os testes de citotoxidade foram realizados com macréfagos
e fibroblastos de camundongos, dados em fase de publicacdo. Apos 1 hora do
tratamento, ainda nos grupos 4 e 5 foi administrado 0,3mL de carragenina na

pata posterior direita. Os grupos 6 e 7 receberam o tratamento comercial,
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Celecoxibe diluido em PBS 1x por via intraperitoneal e apés 1 hora, também
receberam 0,3mL da carragenina na pata posterior direita (Jain, et al., 2008).
As espessuras (mm) das patas posteriores foram medidas com o auxilio
de um paquimetro digital antes e apds os tratamentos, de hora em hora, por 3
horas, e apos 5, 11, 24 e 48 horas ap6s a administracdo da carragenina. Os
resultados foram expressos pela diferenca entre as leituras das patas antes e
apos os tratamentos. A temperatura dos animais foi controlada nos mesmos
tempos em que ocorreram as medicbes da espessura das patas apoés
administracdo da carragenina com o auxilio de uma camera térmica. Para fazer
as fotografias térmicas € importante o0 uso de wuma Iluva preta,
preferencialmente que ndo transmita calor, assim os camundongos foram
segurados pela ponta da cauda com as patas inferiores apoiadas em uma base
de isopor encapado de preto como demonstrado na figura 5 e as fotos foram

feitas utilizando a camera térmica FLIR.

Figura 4. Fotografia obtida com o uso da camera

FLIR. Posicionamento ideal do camundongo para a
realizacdo da fotografia da pata posterior direita do

animal.

Apos 24 horas o primeiro grupo de animais sofreu eutanasia e apos 48
horas do inicio do experimento, o segundo grupo de animais também sofreu
eutanasia em camara de CO,. Foi retirado dos animais 0 sangue para
confeccdo do esfregaco, realizacdo de contagem global em camara de

Neubauer e posterior centrifugagdo para obtencdo do plasma; O lavado da
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cavidade peritoneal (LCP) foi obtido para contagem global em camara de

Neubauer e posterior confecgédo de laminas com o LCP concentrado.

5.4.1 Obtencao das células da cavidade peritoneal (LCP) e do sangue para

perfil celular

A técnica de lavagem peritoneal foi utilizada para recuperacéao de células
da cavidade peritoneal (LCP). Para o LCP foi utilizado 3 mL de PBS, contendo
0,5% de citrato de soédio (PBS/Citrato). Empregando uma agulha
intraperitonealmente foi injetado o PBS, puxando o peritdnio cuidadosamente
homogeneizou-se aproximadamente 15 vezes antes de ser recuperado. O LCP
foi entdo recuperado e mantido em tubos de fundo conico de 15 mL.

O sangue foi obtido apds sangria total dos animais por punc¢éao braquial.
Apoés puncdo o sangue foi coletado em tubos de ensaio de vidro pequenos
contendo aproximadamente 2 gotas de EDTA. Foram realizadas as contagens
total e diferencial de células do sangue e lavado. Para a contagem global foram
preparados para cada animal uma diluicdo de 1:20 sangue ou lavado/Turk.
Foram montados tubos com 380 pL de Turk, onde posteriormente foram
adicionados 20 pL de sangue, o mesmo foi realizado com as amostras de LCP.
ApGs o preparo da diluigdo a mesma foi colocada em camara de Neubauer,
aproximadamente 10uL de cada lado da lamina. A contagem diferencial foi feita
nos esfregacos sanguineos e nas laminas de LCP preparadas na centrifuga
(Serocito Mod. 2400-Fanem). Essas foram coradas pelo corante Panético-
Laborclin, para coloracdo as laminas foram submersas no corante 1 por 10
segundos, no corante 2 por 10 segundos e no corante 3 por 8 segundos. Em
cada lamina foram contadas 100 células, utilizando microscopia de luz com
aumento final de 1000x. O numero total de células/mm3 nos diferentes
compartimentos foi determinado empregando solucdo de Turk (Violeta de
Genciana 0.002 g, Acido Acético 3%) para a lise das hemacias.

5.4.2 Contagem total e diferencial das células do LCP e do sangue

A contagem total de células dos compartimentos foi realizada

adicionando-se as amostras solugéo Turk na diluigdo de 1:20 individualmente
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na camara de Neubauer, onde foram contados 0s quatro quadrantes e
multiplicado por 50 (fator de diluicdo) para determinagdo do numero de células
totais por mm3 (STIBBE; WEISE; SEIDEL, 1985). Para a contagem diferencial
foram confeccionados esfregacos sanguineos e laminas do LCP preparadas na
citocentrifuga a 1500 rpm por 3 minutos, sendo que ambas foram coradas pelo
corante Pandtico. Em cada lamina foram contadas 100 células, diferenciando-
as em mononucleados (linfécitos e mondcitos), neutrofilos e eosindfilos para
determinar a porcentagens destas células nos compartimentos, com auxilio da

microscopia de luz com aumento final de 1000 X.

5.5 Andlise estatistica

Os resultados das analises das amostras foram tratados
estatisticamente utilizando o programa statistica versao 13.2, utilizando testes
de homogeneidade, kolmogorov para teste de normalidade e para verificar se
existe diferenca significativas entre as amostras, foram utilizados os métodos
de Fisher e Kruskal-Wallis. Para construcao dos gréaficos foi utilizado o software

OriginPro verséo 9.0.



6. RESULTADOS

6.1 Determinagéo da atividade antimicrobiana

6.1.1 Determinacgéo da atividade antimicrobiana com extratos brutos

frescos

A mesma cepa de P. polymyxa foi utilizada em dois diferentes meios de
cultura, onde, ISP2 (M1) e YPM (M2), para avaliagdo e comparacédo da
atividade antimicrobiana frente aos seguintes microrganismos: C. albicans, C.
freundii, E. faecalis, E. coli ATCC 11775 e ATCC 25922 ,Micrococcus luteus,
Proteus sp, Salmonella sp, S. aureus ATCC 29213 e ATCC 6538, S.
epidermidis, S. saprophyticus. Os extratos produzidos foram testados apos
filtracdo em membranas de 22 um e também apds autoclavagem, 121°C por 15

minutos. Os resultados obtidos estdo inseridos na tabela 2.

Tabela 1. Determinacdo em (mm) da média da atividade antimicrobiana do

extrato bruto fresco preparado com os meios M1 e M2, autoclavados (A) e

filtrados (F); Desvio Padrao (DP); (-) para resultados negativos.

Citrobacter freundii
Enterococcus faecalis
Escherichia coli 11775
Escherichia coli 25922
Micrococcus luteus
Salmonella 19196

S. aureus 29213

S. aureus 6538

S. epidermidis 12228

S. saprophyticus

M1 A

16,33
15,33
14,00
11,33
14,66
13,33
15,03

DP

0,58
0,58
1,00
1,53
1,53
1,53
0,57

M1 F

14,66
12,33
11,66
10,66
11,33
12,66
14,00

DP

2,08
1,15
1,15
0,58
1,15
0,58

1,73

M2 A
11,33
13,66
14,00
11,00
12,66
11,00
11,66
11,33
13,66

DP

0,58

0,58
0,00
1,00
0,58
1,00
0,58
0,57

1,15
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M2 F
15,00
14,33
17,00
17,00
15,00
16,33
12,33
15,00
11,33
18,00

DP
0,00
0,58
1,73
1,00
1,00
0,58
0,58
0,00
1,53

0,00
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Na figura 6 podem-se observar antimicrobianos com trés diferentes
microrganismos potencialmente patogénicos. Os resultados apresentados
acima mostram a efetividade do extrato bruto nos dois meios que foram
utilizados para a producdo do mesmo, sendo notorio o melhor desempenho do

extrato produzido com o M2 (YPM) figura 7.

Figura 5. Imagem fotografica convencional sobre os ensaios antimicrobianos com

extrato bruto fresco produzido com o meio M2 autoclavados em vermelho e filtrados
em azul. A) EBF contra cepas de Salmonella sp. B) EBF contra cepas de E. coli
ATCC 11775; C) EBF contra cepas de S. aureus ATCC 6538.
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Halos de inibi¢do do extrato bruto nos meios ISP2 e YPM
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Figura 6. Grafico representativo da tabela 1. Esboca a diferenca entre os halos
obtidos com o uso do extrato bruto fresco produzido nos dois diferentes meios
e esterilizados em diferentes condi¢des, autoclavagem ou filtragem, de modo
geral nota-se uma melhor performance para o extrato produzido com o meio
YPM e filtrado

6.1.2 Determinacao da atividade antimicrobiana com extratos liofilizados

Apés os EBF serem liofilizados, foram diluidos nas seguintes
concentracdes: 5, 8, 10, 15, 30 mg.mL™. Foram realizadas diluicdes igual e
menor que 1mg/mL™. A menor diluicdo apresentando halos foi a de 5mg.mL™.
Para os microrganismos Candida albicans, Proteus spp e Pseudomonas

aeruginosa nenhum extrato em nenhuma concentragcao apresentou atividade
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antimicrobiana. Para os demais microrganismos os resultados estdo expressos

nas tabelas 3, 4,5 e 6.

Tabela 2. Determinacdo em (mm) da atividade antimicrobiana do extrato
liofilizado produzido com M1, nas diluicdes de 10, 15, 30 mg.mL™ e

autoclavado; Desvio Padréo (DP); (-) para resultados negativos.

30 mg 15 mg 10 mg
Média DP Média DP Média DP

Escherichia coli 11775 14,00 1,00 12,33 1,53 11,33 1,53
Escherichia coli 25922 14,00 1,00 11,00 1,00 0,00 0,00
Micrococcus luteus 14,33 1,15 13,00 1,00 11,00 1,00
S. aureus 29213 11,66 1,15 12,66 1,52 11,33 1,53
S. aureus 6538 14,33 1,15 11,33 1,15 12,00 1,00
S. epidermidis 12228 14,66 0,58 13,66 0,58 - -

Na tabela 3 esta apresentada a determinacdo da atividade antimicrobiana
do extrato liofilizado e esterilizado por processo de filtragem em filtros para

seringa com membrana de celulose e poros de 0,22 um.

Tabela 3. Determinacdo em (mm) da atividade antimicrobiana do extrato
liofilizado produzido com M1, nas diluicdes de 10, 15, 30 mg.mL™ e filtrado;

Desvio Padrao (DP); (-) para resultados negativos.

30 mg 15 mg 10 mg
Média DP Média DP Média DP

Escherichia coli 11775 14,00 1,00 12,33 1,53 11,00 1,00
Escherichia coli 25922 14,00 1,00 12,66 0,58 11,33 1,15
Micrococcus luteus 16,33 1,53 12,66 0,58 11,33 1,15
S. aureus 29213 11,66 1,53 11,00 0,00 10,66 0,58
S. aureus 6538 12,33 0,58 11,00 1,00 11,33 1,15
S. epidermidis 12228 13,00 1,00 12,00 0,00 - -

Na tabela 4 est4 apresentada a determinacdo da atividade antimicrobiana

do extrato liofilizado e esterilizado por processo de autoclavagem (121 °C por

15 minutos).
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Tabela 4. Determinacdo em (mm) da atividade antimicrobiana do extrato

liofilizado produzido com M2, nas diluicdes de 8, 10, 15, 30 mg.mL™ e

autoclavado; Desvio Padréo (DP); (-) para resultados negativos.

30 DP 15 DP 10 DP DP
Citrobacter freundii 15,00 1,00 14,66 1,15 12,66 0,57 -
Escherichia coli 11775 15,33 0,58 13,66 0,58 12,00 1,00 11,00 1,00
Escherichia coli 25922 15,00 0,00 13,00 1,00 11,33 0,58 11,00 0,00
Salmonella sp. 13,33 1,53 11,66 0,58 - - -
S. aureus 29213 12,33 1,15 12,00 1,00 12,00 1,00 11,33 0,58
S. aureus 6538 12,66 1,15 12,00 1,00 11,66 O57 10,66 1,15
S. saprophyticus 14,66 1,15 12,66 1,15 - - -
Na tabela 5 est4 apresentada a determinacéo da atividade antimicrobiana
do extrato liofilizado e esterilizado por processo de filtragem em filtros para
seringa com membrana de celulose e poros de 0,22 pum.
Tabela 5. Determinacdo em (mm) da atividade antimicrobiana do extrato
liofilizado produzido com M2, nas diluicbes de 5, 8, 10, 15, 30 mg.mL™” e
filtrado; Desvio Padrao (DP); (-) para resultados negativos.
30 DP 15 DP 10 DP 8 DP 5 DP
Citrobacter freundii 17,00 1,73 16,66 0,58 13,33 1,15 13,00 1,00 - -
Escherichia coli 11775 18,33 0,58 16,33 0,58 15,66 0,58 13,66 0,58 11,33 1,15
Escherichia coli 25922 18,33 0,58 16,33 0,58 15,00 1,00 13,33 0,58 12,00 0,00
Salmonella sp. 16,66 0,58 15,33 0,58 13,33 0,58 13,00 0,00 - -
S. aureus 29213 15,00 1,00 15,00 1,00 13,00 1,00 12,66 O0O,57 12,33 1,15
S. aureus 6538 16,00 1,73 14,33 1,15 13,33 1,15 11,66 1,15 11,66 1,53
S. saprophyticus 19,00 1,00 15,33 0,57 15,00 1,73 12,00 1,00 - -
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6.1.3 Andlise dos extratos liofilizados frente a esterilizac&o a partir da

autoclavagem e filtragem

As figuras 8 e 9 apresentam as imagens fotograficas demonstrando os
ensaios antimicrobianos realizados com extrato liofilizado autoclavado e
filtrado. Nota-se que para a figura 8, o extrato filtrado (em verde) apresentou
halos de inibicdo contra os microrganismos potencialmente patogénicos
maiores, sugerindo que apos condi¢cdes de autoclavagem o extrato perde sua

bioatividade parcial.

Figura 7. Imagem fotografica convencional sobre os ensaios antimicrobianos com

extrato liofilizado produzido em M2 autoclavados em vermelho e filtrados em verde,
nas concentracdes de 5 a 30 mg.mL-1 A-D) E. coli; B-E) Salmonella sp.; C-E)

S.aureus
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Figura 8. Imagem fotografica convencional sobre os ensaios antimicrobianos com
extrato liofilizado produzido em M1 autoclavados, nas concentracdoes de 8 a 30
mg.mL-1 A) E. coli; B) S. aureus; C-E) S.epidermidis

O extrato liofilizado quando produzido em meio M1 apresenta bioatividade
similar nas condi¢cdes de autoclavagem e filtragem, nota-se que pequenas
diferencas entre os resultados de inibicdo obtidos estdo presentes, porém o
extrato ndo perde sua bioatividade apds a autoclavagem até a concentracdo de
15 mg.mL™. Porém em 10 mg.mL™ o extrato autoclavado perdeu sua atividade
contra cepas de E. coli ATCC 25922. Isso provavelmente ocorre pela razédo da
atividade obtida com o extrato filtrado ser minima, ainda quando na préxima
diluicdo 5 mg.mL'tanto o extrato autoclavado como o filtrado perderam sua
bioatividade (Figura 10).
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Halos de inibigdo do extrato liofilizado no meio ISP2 (M1)
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Figura 9. Graficos comparativos entre 0s extratos autoclavados e filtrados

produzidos a partir d M1, os gréficos estdo divididos de acordo com a
concentragdo do extrato testado, apenas as concentracdes com valores

significativos foram expressas, nesse caso 10, 15 e 30 mg.mL™.

O extrato liofilizado quando produzido em meio M2 apresenta
bioatividade reduzida apos o tratamento por autoclavagem, em todos 0s casos
analisados o extrato filtrado obteve melhores resultados para inibicdo dos
microrganismos potencialmente patogénicos, concluindo que para este caso ha

perda da bioatividade do extrato apds autoclavagem (Figura 11).
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Halos de inibicao do extrato liofilizado no meio YPM (M2)
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Figura 10. Graficos comparativos entre os extratos autoclavados e filtrados
produzidos a partir de M2, os graficos estéo divididos de acordo com a
concentracéo do extrato testado, apenas as concentragdes com valores
significativos foram expressas, nesse caso 8, 10, 15 e 30 mg.mL™.

6.1.4 Anélise dos extratos liofilizados frente aos diferentes meios

utilizados

Os extratos como ja citado foram produzidos em dois meios distintos,
ISP2 e YPM, para analise da producdo de metabdlitos bioativos do extrato. Foi
verificada diferenca entre os dois extratos quanto a sua bioatividade
antimicrobiana, sendo que, o extrato quando produzido com o meio de cultura
YPM apresentou melhores resultados em praticamente todos 0s casos, iSSO
provavelmente devido ao meio apresentar maiores concentracdes de extrato de
malte, extrato de levedura e peptona bacteriolégica, uma vez que esses foram
0s unicos fatores divergentes. Figura 12.
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Halos de inibicdo do extrato liofilizado nos meios YPM e |5P2
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Figura 11. Graficos representando o uso dos dois diferentes meios de cultura,
YPM e ISP2, para a producao do extrato liofilizado, em A- extrato liofilizado na
concentracdo de 30 mg.mL-1; B extrato liofilizado na concentracdo de 15
mg.mL-1; C- extrato liofilizado na concentracdo de 10 mg.mL-1. A performance
do meio YPM se mostrou melhor em todos 0s casos.

6.2 Determinacao da atividade de antagonismo contra fitopatégenos

Cepas de P. polymyxa foram cultivadas e mantidas em dois diferentes
meios, M1 e M2 e os testes de antagonismo, foram realizados com as duas
cepas, para verificacdo do maior potencial de bioatividade apresentado. O P.

polymyxa se mostrou positivo para 3 dos 5 fitopatogénos testados (Tabela7)

E coli 11775 E. coli 25922 M. luteus S gureus 29213 5 gureus 6538 5 epidermides  Soimonelia sp
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Tabela 6. Determinacao do indice de antagonismo de fitopatdgenos, onde: P.s-

é representativo do Phytophthora sojae; F.o(a)- Fusarium oxysporum (algodéo);

F.o(f)- Fusarium oxysporum (feijao); C- Colletotrichum sp; M1- ISP2; M2- YPM,;

IA- indice de antagonismo

Amostra
P.s m2
P.s m2
P.s m2
P.sml
P.sml
P.sml
F.o(a) m2
F.o(a) m2
F.o(a) m2
F.o(a) m1
F.o(a) m1
F.o(a) m1
F.o(f) m2
F.o(f) m2
F.o(f) m2
F.o(f) m1
F.o(f) m1
F.o(f) m1
Cm2
Cm2
Cm2
Cml
Cml
Cml

IA
58,5
64,4
59,7
40,7
61,4
63,1
46,4
56,4
51,7
49,1
61,4
39,5
19,2
24,1
20,3
29,4
28,3
7,1
23,0
26,7
43,0
40,0
41,4
31,0

MEDIA

59,66

61,39

51,72

49,11

20,25

28,26

26,74

40,00

DP
3,10

12,50

4,97

11,00

2,54

12,4

10,63

5,62

Para Ceratocystis paradoxa o P. polymyxa nao apresentou nenhuma atividade

independente do meio em que foi cultivado, o controle negativo e o ensaio de

antagonismo ficaram iguais, por esse motivo 0 mesmo nao esta presente na

tabela 7.
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Figura 12. Teste de antagonismo de fitopatdgeno, P. polymyxa versus C.
paradoxa. A- teste com P.polymyxa; B- controle.

O fitopatdogeno Colletotrichum apresentou sensibilidade contra o P.
polymyxa RNC-D, a média do indice de antagonismo foi de 40% com desvio
padrdo de 5,62, dos fitopatdgenos testados este foi considerado como o que

apresentou uma menor inibigdo.

Figura 13. Teste de antagonismo de fitopatogeno, P. polymyxa versus

Colletotrichum. A- teste com P.polymyxa; B- controle.
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O fitopatébgeno F. oxysporum isolado a partir do algoddo apresentou
sensibilidade contra o P. polymyxa RNC-D, a média do indice de antagonismo
foi de 49,11 % com desvio padréo de 11,0 para M1, para M2 a média foi de
51,7% com desvio padrao de 4,97. Essa variacdo do indice de antagonismo
ndo € considerada significativa, sendo assim, o P.polymyxa independente do

meio cultivado apresentou 6timo efeito sobre o fitopatégeno.

Figura 14. Teste de antagonismo de fitopatdgeno, P. polymyxa versus F.

oxysporum do algodédo. A- teste com P. polymyxa; B- controle.

O fitopatogeno F. oxysporum isolado a partir do feijdo apresentou
sensibilidade contra o P. polymyxa RNC-D, a média do indice de antagonismo
foi de 28,26 % com desvio padrdo de 12,4 para M1, para M2 a média foi de
20,25% com desvio padrao de 2,54. Assim é possivel afirmar que o P.polymyxa

quando cultivado em M1 é mais eficaz na inibigdo do fitopatégeno.
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Figura 15. Teste de antagonismo de fitopatbgeno, P. polymyxa versus F.

oxysporum do feijao. A- teste com P.polymyxa; B- controle.

O fitopatégeno P. sojae apresentou sensibilidade contra o P. polymyxa
RNC-D, a média do indice de antagonismo foi de 61,39 % com desvio padrdo
de 12,50 para M1, para M2 a média foi de 59,66% com desvio padrdo de 4,97.
Essa variacao do indice de antagonismo ndo é considerada significativa, sendo
assim, o P.polymyxa independente do meio cultivado apresentou efeito

significativo sobre o fitopatégeno.

Figura 16. Teste de antagonismo de fitopatégeno, P. polymyxa versus P. sojae

A- teste com P.polymyxa; B- controle.
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Para R. microsporus o P. polymyxa ndo apresentou nenhuma atividade
independente do meio em que foi cultivado, o controle negativo e o ensaio de
antagonismo ficaram iguais, por esse motivo o0 mesmo nao esti presente na
tabela 7.

6.3 Determinacéao da atividade anti-inflamatoria

6.3.1 Edema de pata

Analisando as medi¢cdes do diametro das patas, nota-se que no geral
todos os grupos tiveram a espessura do edema de pata diminuido, porém nos
grupos 3 e 4 (controles positivos para inflamacdo) foi observado que a
espessura do edema praticamente se manteve, caindo apenas 0,4 mm em 24
horas para o grupo 2 e 0,2 mm em 48 horas para o grupo 3. Para o grupo 1
(controle negativo para inflamacao) a queda se deu em 0,9 mm apos 24 e 48
horas. Para os grupos que receberam tratamento a ser testado (extrato) a
gueda da espessura do edema se deu em 0,9 mm para o grupo 4 em 24 horas
e 1,2 mm para o grupo 5 em 48 horas. Finalmente para 0os grupos que
receberam o tratamento comercial, mostrou-se a diminui¢cdo de 0,7 mm em 24
e 48 horas para 0s grupos 6 e 7 respectivamente. Os dados para medicfes até
24 horas estdo expressos na tabela 7, e para 48 horas na tabela 8. Nota-se
que com O extrato assim como com O tratamento comercial obteve-se

diminuicdo do edema apds o tratamento.
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Tabela 7. Determinacdo da média da espessura das patas em (mm) antes da

inducéo da inflamacao, logo apos a inducao, 1, 2, 3, 5, 11 e 24 horas ap0s a

inducdo, (G) designa cada um dos grupos analisados, onde G2 representa

controle Carragenina 24 horas, G4 tratamento com o extrato 24 horas e G6

tratamento comercial (Celecoxibe) 24 horas. Ao lado de cada coluna a coluna

DP representa o desvio padrao de cada média esbocada.

Espessura das patas

G2 DP G4 DP

Antes da Carragenina 1,5 0,1 1,5 0,2
Apos Carragenina 3,2 0,2 3,1 0,2

1 hora apés 29 0,10 2,5 0,22

2 horas apods 2,8 013 2,3 0,19

3 horas apods 2,7 014 26 0,23

5 horas apods 2,7 0,23 2,1 0,04

11 horas apds 3,0 0,08 2,2 0,07

24 horas apods 2,8 005 22 0,12

G6
1,5
3,1
2,7
2,5
2,4
2,1
2,3
2,3

DP
0,1
0,1
0,16
0,18
0,10
0,16
0,12
0,32
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Tabela 8. Determinacdo da média da espessura das patas em (mm) antes da
inducéo da inflamacéao, logo apos a inducgéo, 1, 2, 3, 5, 11, 24 e 48 horas apo6s
a inducgéo, (G) designa cada um dos grupos analisados, onde G1 representa
controle PBS, G3 representa controle Carragenina 48 horas, G5 tratamento
com o extrato 48 horas e G7 tratamento comercial (Celecoxibe) 48 horas. Ao

lado de cada coluna a coluna DP representa o desvio padrdo de cada média

esbocada
Espessura das patas
G1 DP G3 DP G5 DP G7 DP
Antes da Carragenina 1,6 0,1 1,5 0,1 1,5 0,1 1,5 0,1
Apos Carragenina 3,0 0,2 3,2 0,2 3,4 0,1 3,1 0,3
1 hora apos 24 018 30 017 26 0,17 26 0,15
2 horas apods 21 008 31 022 23 026 24 0,26
3 horas apos 21 008 32 0212 24 023 22 0,19
5 horas apods 24 013 3,2 018 25 016 2,1 0,32
11 horas apés 24 013 32 019 25 011 22 0,33
24 horas apo6s 21 o015 30 o015 21 011 23 0,18
48 horas apos 21 0112 30 013 21 009 23 0,19

6.3.2 Andlise de temperatura

Durante as medidas, houve o cuidado de evitar qualquer acdo que
interferisse na medida da temperatura. Dessa forma, para que a temperatura
do ambiente e a das maos que manusearam 0s animais nao interferisse nas
temperaturas obtidas, os animais foram apoiados pela cauda no momento da
obtencdo da imagem com a camera termogréfica. Nas tabelas 9 e 10 estdo
expressos os valores das médias de temperatura obtidos com o auxilio da

camera térmica FLIR para grupos de 24 e 48 horas respectivamente.

Analisando a tabela 9 pode-se notar que o grupo 2 teve uma temperatura
elevada quando comparada a todos os outros grupo4. A figura 18 apresenta o

gréfico exibindo os valores de temperatura apresentados pelos grupos 2, 4 e 6,
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assim. Os dados citados a cima se repetem para os grupos de 48 horas, porém
nota-se que apdés 24 horas os trés grupos tiveram a temperatura elevada.
Figuras 19.

Tabela 9. Determinacdo da média da temperatura das patas em (°C) 1, 2, 3, 5,
11 e 24 horas ap6és a inducéo da inflamacéo, (G) designa cada um dos grupos
analisados, onde G2 corresponde ao controle Carragenina 24 horas, G4

tratamento com o extrato 24 horas e G6 tratamento (Celecoxibe) 24 horas.

Temperatura das patas 24 horas

G2 DP G4 DP G6 DP

1 hora apés 26,9 0,50 25,6 0,40 25,3 0,73
2 horas apos 28,2 1,52 25,5 1,08 25,8 0,12
3 horas apds 26,7 1,17 24,5 1,22 25 0,57
5 horas apos 28,6 0,83 25,7 0,73 26,1 0,38
11 horas apds 27,8 1,10 26,1 0,55 24,8 1,30

24 horas ap6s 28,3 1,03 24,6 0,48 244 0,72
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Tabela 10. Determinacédo da média da temperatura das patas em (°C) 1, 2, 3,

5, 11, 24 e 48 horas ap0s a inducdo da inflamacéo, (G) designa cada um dos

grupos analisados, onde G1 corresponde ao controle PBS, G3 Carragenina 48

horas, G6 tratamento com o extrato 48 horas e G6 tratamento comercial

(Celecoxibe) 48 horas.

1 hora apos
2 horas apos
3 horas apos
5 horas apods
11 horas apds
24 horas apds

48 horas apos

30

29

28

27

26

25

Temperatura (C°)

24

23

G1
25,3
25
25,2
24,8
27
25,2
26,3

Temperatura das patas

DP
0,38
0,60
0,70
0,86
0,56
0,50
1,98

G3
27,1
27,3
27,1
27,1
27,9
27,9
28,3

DP
0,44
0,80
0,76
0,55
0,73
0,90
0,43

G5
25,7
25,4
26,4

26
25,1
23,9

27

DP
0,61
0,80
0,51
0,76
1,45
0,68
0,53

Efeitos da administracdo do extrato liofilizado

no modelo de edema de pata

G7
25,8
25,9

26

26
26,2

24
27,5

DP
0,27
1,58
0,56
1,13
0,83
0,33
0,61

—ll— Grupo 2 Carregenina
@ Grupo 4 Extrato liofilizado (5mg/kg)

—A— Grupo 6 Celecoxibe (3.8mg/kg)

1h

3h

5h

Tempo (Horas)

I
11h

Figura 17. Efeitos da administracdo do extrato

T
24h

liofilizado (5 mg/kg),

e o tratamento comercial (Celecoxibe 3,81 mg/kg), sob a temperatura do

membro inferior em camundongos injetados com carragenina (200ug/animal).

Os simbolos e barras verticais indicam as médias + desvio padrdo das medias
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das temperaturas (*) (**) indicam diferencas significativas em relacdo ao grupo

carragenina (p<0,05).

Efeitos da administragcéo do extrato liofilizado
no modelo de edema de pata

30 ] —l- Grupo 3 Carregenina
—@— Grupo 5 Exrato liofilizado (5mg/kg)
Grupo 7 Celecoxibe (3.8mg/kg)
29
| |
28 7
—~~ ‘ xR
o
QO 27- T . . T 0
© L f I 4
= 26 I /T S <
© o i e :
Q o
2 |
& 25 /
24 - ¢
23
T T T T T T T T T T T
1h 3h 5h 11h 24h 48h

Tempo (Horas)

Figura 18. Efeitos da administracdo do extrato liofilizado (5 mg/kg),
e o tratamento comercial (Celecoxibe 3,81 mg/kg), sob a temperatura do
membro inferior em camundongos injetados com carragenina (200pg/animal).
Os simbolos e barras verticais indicam as médias + desvio padrdo das médias

das temperaturas.

As figuras 20 e 21 mostram as temperaturas obtidas e a escala utilizada.
As temperaturas mais quentes sdo apresentadas por coloracdo vermelha,

engquanto que as temperaturas mais frias sao apresentadas por coloragao azul.
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Figura 19. Fotografias térmicas obtidas com a camera FLIR. A figura mostra a temperatura
indicada no ponto spl (extremidade esquerda superior). Na extremidade direita da figura esta
esbocada a escala de temperatura da fotografia. Nas figuras A, B e C apresentam-se 0s
animais pertencentes ao grupo 2 (controle Carragenina) em 5, 11, 24 horas respectivamente;
D, E e F representam os animais pertencentes ao grupo 4 (tratamento com extrato) em 5, 11 e
24 horas respectivamente; G, H e | representam os animais do grupo 6, em 5, 11 e 24 horas

respectivamente.
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36,0 Sp1 28,6 oC

24,6
Q) $FLIR QO $FLIR
34,5 SplB 25,1 oC 35,4 Splc 26,0 oC

35,7 Sl 26,5 °C

Figura 20. Fotografias térmicas obtidas com a camera FLIR. A figura mostra a temperatura
indicada no ponto spl (extremidade esquerda superior). Na extremidade direita da figura esta
esbocada a escala de temperatura da fotografia. Nas figuras A, B e C apresentam-se 0s
animais pertencentes ao grupo 3 (controle Carragenina) em 5, 11 E 48 horas
respectivamente; D, E e F representam os animais pertencentes ao grupo 5 (tratamento com
extrato) em 5, 11 e 48 horas respectivamente; G, H e | representam 0s animais do grupo 7,

em 5, 11 e 48 horas respectivamente.

6.3.3 Contagem global de leucocitos
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A contagem global de células por mm3 foi realizada no periodo
previamente definido, 24 e 48 horas ap0s a inducéo da inflamagé&o por meio da
andlise do sangue, cujo objetivo foi avaliar a resposta imune celular contra a
inflamacéo, aos diferentes tratamentos. Observa-se que os animais do grupo 2,
controle Carragenina 24 horas se diferem dos grupos 5 e 7 que representam
tratados com extrato e tratados com Celecoxibe 48 horas respectivamente,
demonstrando redugdo no numero de células totais na contagem global do
sangue. Foi analisada também a contagem total de leucdcitos do lavado da
cavidade peritoneal dos animais dos diferentes grupos onde os grupos 4, 5e 7
se diferem do grupo 2 que apresentou uma contagem de leucdcitos mais
elevada.

/] Sangue
4500 ~
4000 - s
3500 T b
3000
2500
2000 -
1500
1000
500 +
0 T T T T
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 4 Grupo 6
Grupos
5000
/] Sangue

4000

3000

2000 I

1000

T T T T
Grupo 1 Grupo 3 G Grupo 5 Grupo 7
rupos

Figura 21. Efeitos da administracdo do extrato liofilizado (5 mg/kg),
e o tratamento comercial (Celecoxibe 3,81 mg/kg), sob a contagem global de
leucdcitos. Onde grupo 1 representa o grupo controle PBS, os grupos 2 e 3
representam os controles inflamados; 4 e 5 tratados com extrato; 6 e 7 tratados
com Celecoxibe. Os simbolos e barras verticais indicam as médias + desvio

padrdo das médias das contagens.
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Figura 22. Efeitos da administracdo do extrato liofilizado (5 mg/kg),
e o tratamento comercial (Celecoxibe 3,81 mg/kg), sob a contagem global de
leucdcitos. Onde grupo 1 representa o grupo controle PBS, os grupos 2 e 3
representam os controles inflamados; 4 e 5 tratados com extrato; 6 e 7 tratados
com Celecoxibe. Os simbolos e barras verticais indicam as médias + desvio
padrdo das médias das contagens. (*)indicam diferencas significativas em

relacdo ao grupo carragenina (p<0,05).
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7. DISCUSSAO

Em ensaios antimicrobianos com EBF quando utilizado M1 tem-se que dos
12 diferentes microrganismos patogénicos testados 7 apresentaram-se
sensiveis ao extrato, inibindo o crescimento dos mesmos. Quando o EBF foi
produzido utilizando o caldo M2, detectou-se que dos 12 patdgenos testados,
10 apresentaram-se sensiveis ao EBF. Os mesmos extratos depois de
liofiizados continuaram apresentando atividade contra 0S mesmos
microrganismaos.

O extrato produzido a partir do caldo M1 apresentou bioatividade contra:
Escherichia coli ATCC 11775, Escherichia coli ATCC 25922, M. luteus,
Salmonella sp, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 6538 e S.
epidermidis. O extrato produzido a partir do caldo M2 apresentou bioatividade
contra: C. freundii, E. faecalis, E. coli ATCC 11775, E. coli ATCC 25922, M.
luteus, Salmonella sp, S. aureus ATCC 29213 S. aureus ATCC 6538, S.
epidermidis e S. saprophyticus. Possivelmente esses resultados se devem ao
meio YPM ter uma maior concentracdo de substratos.

Segundo SERRANO (2014) uma vez que concentragdes iniciais de glicose
e indculo demonstraram-se como variaveis de grande influéncia na producéo
de metabdlitos antimicrobianos por P. polymyxa RNC-D, através dos métodos
de design fatorial experimental e superficie-resposta, seguidos por otimizacéo
grafica, foi determinada a condi¢éo operacional 6tima.

A producdo de metabdlitos secundarios por microrganismos varia
qualitativa e quantitativamente de acordo com a cepa e condicfes de cultivo
usadas (LAM et al., 1989; WANG et al.,, 2010). Conforme KAWAI (1992),
muitos polissacarideos bacterianos sao produzidos seguindo um processo de
fermentacdo descontinua utilizando diferentes aclUcares como fontes de
carbono e a produtividade destes pode ser afetada pelas condi¢des culturais,
pela composi¢cdo do meio de cultura, temperatura, pH e aeragao.

Muitos estudos vém sendo conduzidos para a optimizacdo dos
componentes do meio de crescimento, composi¢cdo e condi¢cdes culturais
visando aumentar a producdo de PAMs (SEN & SWAMINATHAN, 1997,
OGUNBANWO et al., 2003; KORENBLUM et al., 2005; ERNANDES, 2006
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VIJAYALAKSHMI, PREMALATHA & RAJAKUMAR, 2011;SERRANO, 2014;
LUSA et al., 2016).

Em estudo conduzido por LUSA et al., (2016); foram utilizados dois caldos
para cultivo das cepas, meio A (1% triptona) meio B (1% extrato de levedura),
assim, foi observado que a absorcao de radioiodeto foi afetada pelo caldo de
nutrientes utilizado. Para Paenibacillus B6-7-W e Rhodococcus B6-7-CB, a
absorcdo maxima foi encontrada no meio B. Para Paenibacillus VO-1-LW e
Pseudomonas T5-6-1 houve uma absorcao claramente menor em comparacao
com outras bactérias estudadas. Para estas bactérias, a captacdo média
observada em meio A e meio B foi apenas 10% da média observada para as
outras bactérias estudadas nestes mesmos caldos nutritivos. Esses dados
juntamente com os apresentados nesse estudo comprovam a afirmacéo de que
concentracdes diferentes de metabdlitos sdo produzidos de acordo com o meio
utilizado, além disso outros fatores também implicam nessa produtividade.

De maneira geral pode-se observar uma maior bioatividade quando o
extrato foi produzido com o caldo YPM, isso provavelmente devido a uma maior
guantidade de extrato de malte, extrato de levedura e peptona bacteriolégica.

Os extratos também foram testados apds dois métodos de esterilizagao,
em um primeiro momento os extratos foram filtrados em membrana de celulose
0,22um. Em um segundo experimento os extratos foram autoclavados a 121°C
por 15 minutos para posterior avaliagdo da atividade antimicrobiana. Apos
analise observou-se que no geral depois de ser autoclavado os dois extratos
perderam sua bioatividade parcialmente, além disso, os extratos que foram
filtrados apresentaram bioatividade em concentracdes mais baixas, ao contrario
dos autoclavados.

Resultados encontrados por ROSADO E SELDIN (1993); caracterizaram a
substancia produzida por P. polymyxa SCE2, cuja massa molecular foi
estimada como menor de 3,5 kDa, como resistente a tratamento térmico (65°
C, 2 horas) e diversas enzimas, incluindo proteases.

P. polymyxa P13, cepa isolada a partir de linguigca fermentada, secreta um
composto, denominado polixina, que € capaz de inibir o crescimento de
bactérias do género Lactobacillus. Este composto antimicrobiano é efetivo
contra diversos Gram-negativos e Gram-positivos incluindo deteriorantes de

alimentos. Também apresenta propriedades de bacteriocinas, tais como
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natureza proteindcea (sensivel a proteinase K, tripsina e pronase E),
insensibilidade a solventes organicos e estabilidade a elevacdo de temperatura
90 °C, 10 min (PIURI et al, 1998).

SERRANO (2014) observou que o ET produzido por P. polymyxa RNC-D
manteve-se estavel e ativo contra E. coli e S. aureus apds tratamento com
proteases, ao mesmo tempo em que sua bioatividade residual foi reduzida
apos digestdo com lipase. Assim concluiu que a molécula com m/z 3376,453
Da, com espectro de atividade que abrange bactérias Gram-negativas, Gram-
positivas e fungos, e cuja bioatividade é reduzida apos tratamento com lipase,
representa um novo lipopeptideo que foi denominado polycerradin.

Neste estudo observou-se a perda parcial da atividade antimicrobiana do
extrato bruto apds tratamento térmico de 121°C por 15 minutos, principalmente
em meio YPM, porém a temperatura utilizada foi maior que nos estudos
citados. Além disso, mesmo com a perda parcial o extrato manteve-se ativo
contra linhagens de S. aureus e E. coli, em meio M1 até 10mg.mL™ e em meio
M2 até 8mg.mL™. Em meio M1 ndo foi significante a perda de bioatividade
contra os patdgenos, sendo que em alguns casos, 0 extrato autoclavado
apresentou halos maiores que o extrato filtrado, porem essa diferenca nao é
considerada significativa. J& se tratando do meio M2 a diferenca entre
autoclavado e filtrado foi maior. O extrato filtrado apresentou halos
significativamente maiores em relacédo ao extrato autoclavado.

Espécies de P. polymyxa inibiram o crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos do arroz Rhizoctonia solani e Pyricularia grisea e também das
bactérias fitopatogénicas Burkholderia glumae, Burkholderia gladioli,
Acidorovax avenae (COTTYN et al.,, 2009). A prospeccdo de potenciais
agentes para biocontrole, utilizando como substrato de isolamento folhas de
trigo, foi realizado por Gu et al. (2010). A cepa P. polymyxa EBL-06 demonstrou
alto nivel de atividade antagbnica contra os fungos fitopatdgenos Botrytis
cinerea, Cladosporium cucumerinum e Fusarium spp.

POLONIO et al. (2015) apresentaram resultados semelhantes ao
presente trabalho utilizando géneros de fungos endofiticos antagonistas a
diferentes fitopatdgenos, apresentando IA entre 34% a 61%.

Foi possivel observar a atividade antagbnica também de fungos

endofiticos frente aos fitopatdgenos, como exemplo, o género Fusarium
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apresentando IA entre 19% e 44% (CRUZ et al., 2007; LUCON et al., 2007;
PEDRO et al., 2008) e o fungo do género Colletotrichum, apresentando IA de
8% a 53% (SILVA, 2015), enquanto no presente trabalho para o género
Fusarium apresentou-se 1A entre 39,5% e 61,4% e para 0 (género
Colletotrichum foi apresentado IA entre 31% e 41%.

O pré-tratamento com P. polymyxa NSY50 reduziu significativamente a
ocorréncia de doenca causada por Fusarium sp em pepinos, com menos
amarelamento presente nas folhas. Além disso, a altura da planta, o peso
fresco e 0 peso seco responderam positivamente ao tratamento com NSY50 e
a inoculagdo com NSY50 aumentou o crescimento do pepino (LU, et al., 2017).

Embora o papel biolégico fundamental de PAMs seja a atividade
antimicrobiana, estudos tém proporcionado novas funcfes alternativas para
estas moléculas, incluindo atividade imunomodulatoria, cicatrizacdo de feridas
e propriedades anti-neoplasicas (BROWN & HANCOCK, 2006; DIAMOND et
al.., 2009; MADER & HOSKIN, 2006; MOOKHERJEE & HANCOCK, 2007;
STEINSTRAESSER et al., 2008).

O processo inflamatorio pode ser denominado como uma reacao
fisiologica de um determinado organismo apdés uma infeccdo ou lesao tecidual
desencadeando mecanismos que alteram componentes humorais e celulares.
Pode-se citar o contato com um patdgeno, que produz substancias
guimiotaticas no local lesionado, essas por sua vez promovem a migracao de
células circulantes, produzindo entdo altera¢des vasculares (CRUVINEL et al.,
2010). O processo inflamatorio ainda pode ser diferenciado em processo
inflamatorio agudo e crénico. Se tratando de inflamacéo aguda, pode-se afirmar
gue tem inicio seguido do dano e resulta na cura, € mantida por um curto
periodo de tempo e caracteriza-se pela infiltracdo leucocitaria no local
inflamado eliminando o agente causador, resultando entdo na restauragcéo do
tecido. A inflamacéo crénica persiste por tempo indeterminado no organismo e
tem como propriedade o estimulo constante da inflamacédo, gerando danos e
também tentativa de restauracao tecidual (TABAS & GLASS, 2013).

A injecao de carragenina em camundongos causa 0 edema de pata, cuja
primeira fase resulta da liberagdo concomitante de histamina, serotonina e
quininas e segunda fase esta correlacionada com a elevada producdo de

prostaglandinas, radicais livres, producdo de cicloxigenase induzivel (COX-2),
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além da infiltracdo e ativacdo local de neutrofilos (VINEGAR et., 1997; KOICHI,
et al., 2006). Na primeira hora apo0s a injecdo de carragenina, o aumento da
permeabilidade vascular é mediada por histamina e serotonina. Na segunda
hora, 0 aumento da permeabilidade € mediado por cininas. A fase de maior
intensidade do edema ocorre trés horas apos a injecdo de carragenina e
caracteriza a acdo de prostaglandinas sobre a permeabilidade capilar (DI
ROSA; WILLOUGHBY, 1971).

Se tratando da atividade anti-inflamatoria todos os grupos tiveram a espessura
do edema de pata diminuido, porém nos grupos 2 e 3 (controles positivos para
inflamacéo) foi observado que a espessura do edema praticamente se
manteve, caindo apenas 0,4 mm em 24 horas para o grupo 2 e 0,2 mm em 48
horas para o grupo 3. Para o grupo 1 (controle negativo para inflamacéo) a
gueda se deu em 0,9 mm apoés 24 e 48 horas. Para 0s grupos que receberam
tratamento a ser testado (extrato) a queda da espessura do edema se deu em
0,9 mm para o grupo 4 em 24 horas e 1,2 mm para o grupo 5 em 48 horas.
Finalmente para os grupos que receberam o tratamento comercial, mostrou-se
a diminuicdo de 0,7 mm em 24 e 48 horas para 0s grupos 6 e 7
respectivamente. Os dados para medicdes até 24 horas estdo expressos na
tabela 7, e para 48 horas na tabela 8. Nota-se que com 0 extrato assim como
com o tratamento comercial obteve-se diminui¢cdo do edema apdés o tratamento.
Em 2004 BARROS et al.,, Conduziram um estudo analisando os efeitos do
extrato metanolico de Calotropis procera durante a atividade inflamatoria
causada por carragenina. Assim como neste estudo foi observado que o
extrato utilizado reduziu o edema de pata induzido por carragenina. A queda do
edema se deu apés 1, 2, 3, 4 e 5 horas em 55,1%; 43,5%; 43,7%,; 62,2%;
63,6%, respectivamente. Um outro estudo realizado com casca de Croton

urucurana e seus diterpenos inibiram a formacdo do edema de pata a partir

dos 60 minutos, apresentando 58,6% de inibicdo ( CORDEIRO K. W. 2017). Os
resultados de efeito antiedematogénico, de espécies de Schinus nativas do Rio
rande do Sul, observados através do método de edema de pata induzido pela
carragenina, demonstraram inibicdo significativa na formacdo do edema na
segunda hora, atingindo 84,7%. Apés esse periodo, foi observado a reducédo da
inibicdo do edema devido a absorcdo da carragenina pelo organismo

(SOARES, 2017). Estes resultados, apresentados em ambos estudos, podem
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indicar que os componentes do extrato estejam inibindo a liberacdo de
mediadores quimicos da inflamacdo via prostaglandinas, indicando assim a
presenca de constituintes com acdo antiedematogénica nos extratos

estudados.

De acordo com BAPTISTINI (2015) comparando a temperatura e a
espessura média das patas dos camundongos, foi possivel observar que houve
0 aumento dessas duas medidas no intervalo de tempo antes da aplicacdo e
depois de uma hora da aplicacdo para 0s grupos que receberam o agente
inflamatorio e algum tipo de tratamento, sendo o agente inflamatorio

Carragenina, assim como foi observado nesse estudo.

No presente estudo, 0 grupo que recebeu tratamento com extrato (4) e o
que recebeu tratamento comercial (6) apresentaram 0S mesmMos
comportamentos quanto a variacdo de temperatura, tendo de maneira geral
uma queda de temperatura considerada significativa (p< 0,05) em relagdo ao
grupo 2, controle carragenina. Uma vez que a temperatura € considerada um
dos sinais classicos da inflamacao pode-se afirmar que o extrato apresentou

efeito positivo na reducdo da temperatura durante o processo inflamatério
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8. CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos é possivel concluir:

Dos 4 tipos de extrato testados contra a atividade antimicrobiana, o que
apresentou maior indice de bioatividade foi o Paenibacillus polymyxa quando
cultivado em meio YPM e esterilizado por filtragdo em membrana 0,22 um;

O extrato foi capaz de inibir o crescimento de 9 patdégenos dos 12
testados: C. freundii, E. faecalis, E. coli ATCC 11775, E. coli ATCC 25922, M.
luteus, Salmonella sp, S. aureus ATCC 29213 S. aureus ATCC 6538, S.
epidermidis e S. saprophyticus.

O P. polymyxa, independente do meio cultivado mostrou-se capaz de inibir
o crescimento de 3 fitopatégenos testados: Colletotrichum, F. oxysporum
(algodao) e P. sojae, sendo que para os dois ultimos (F. oxysporum (algodé&o) e
P. sojae) o indice de antagonismo foi maior que 50%.

O extrato liofilizado na concentracdo de 5 mg.mL™, apresentou eficacia em
relacdo a diminuicdo de temperatura dos membros inferiores e edema de pata,

onde foram induzidas inflamagé&o por Carragenina.
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