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RESUMO

Microrganismos endofiticos sdo definidos como aqueles que podem ser isolados
de tecidos saudaveis de plantas, e que ndo causam danos aparentes ao
hospedeiro. Esses microrganismos podem beneficiar indiretamente o
crescimento de plantas através da producdo de metabdlitos secundarios
bioativos, que impedem o crescimento e a atividade de organismos patogénicos
através de suas propriedades inseticidas e antimicrobianas. Portanto, sdo uma
fonte de valor inestimavel para a prospec¢do de novas moléculas de interesse
biotecndlogico. Atualmente, o mercado de enzimas tem movimentado milhares
de ddlares anualmente, com destaque para as enzimas produzidas por
microrganismos. Além, disso 0 aumento da resisténcia a antibidticos por
linhagens de microrganismos patogénicos tem tornado urgente a necessidade
de descoberta e isolamento de novas moléculas com atividade antimicrobiana e
antiparasitaria. Por esta razdo, o objetivo deste trabalho foi isolar endofitos
associados a Caryocar brasiliense, espécie vegetal nativa do Cerrado brasileiro,
comumente utilizada na medicina popular, mas com escassos estudos sobre sua
comunidade de microrganismos endofiticos e potencial producdo de metabdlitos
secundarios. Foram isolados 42 microrganismos endofiticos de C. brasiliense,
dos quais um foi identificado como uma actinobateria pertencente ao género
Streptomyces. A avaliacdo da atividade enzimatica demonstrou que 33,3%,
40,1%, 28,6% e 9,5% dos isolados apresentaram resultado positivo para
amilase, protease, lipase e esterase, respectivamente. Nos testes preliminares
para avaliacdo de atividade antimicrobiana, seis isolados apresentaram atividade
contra Staphyloccocus aureus e um isolado, a actinobactéria, apresentou
atividade contra Candida albicans, o qual foi selecionado para os testes
posteriores. A andlise da cinética de crescimento de Streptomyces spp.
demonstrou que o inicio da producao de substancias bioativas contra C. albicans
ocorreu entre 40 e 48 horas. A avaliacdo da bioatividade do extrato bruto
produzido durante o co-cultivo com microrganismos potencialmente patogénicos
demonstrou um aumento de 50% na inibicdo de C. albicans e promoveu a
inibicdo de S. aureus, a qual ndo havia sido relatada no cultivo axénico. O ensaio
de microdiluicho avaliou a bioatividade do extrato bruto liofilizado de
Streptomyces spp. contra C. albicans, o qual apresentou taxa de inibicdo
superior a 90% na concentracdo 10 mg.L? e 56% a 2 mg.L*. Observou-se
também o efeito leishmanicida desse extrato, e os resultados mostraram uma
taxa de morte celular de 93% a 10 mg.L?* apds 24h e 73% apds 48h.

Palavras-chave: endofito, pequizeiro, co-cultivo, antimicrobiano, leishmaniose






ABSTRACT

Endophytic microorganisms are defined as those that can be isolated from
healthy plant tissues, superficially disinfected and which do not cause
apparent damage to the host. These microorganisms indirectly benefit the
growth of plants through the production of secondary bioactive
metabolites, which prevent the growth and activity of pathogenic
organisms through their insecticidal and antimicrobial properties.
Therefore, they are an invaluable source for the prospection of new
molecules of biotechnological interest. Currently, the enzyme market has
moved thousands of dollars annually, with emphasis on the enzymes
produced by microorganisms. In addition, the increase of resistance to
antibiotics by strain of pathogenic microorganisms has made urgent the
need to develop new molecules with antimicrobial and antiparasitic
activity. Hence, the aim of this study was to prospect for endophytes
associated with Caryocar brasiliense, a plant species native to the
Brazilian savannah. Although it is commonly used in folk medicine, there
is only few studies about its endophytic community and production of
secondary metabolites. Forty-two endophytic microorganisms were
isolated from C. brasiliense, one was identified as an actinobacteria
belonging to the genus Streptomyces. The evaluation of the enzymatic
activity showed that 33.3%, 40,1%, 28,6% and 9,5% were positive for
amylase, cellulase, 28.6% protease, lipase and esterase, respectively. In
the preliminary tests for evaluation of antimicrobial activity, six isolates
showed activity against Staphyloccocus aureus and one isolate, the
actinobacteria, showed activity against Candida albicans, and was
selected for the subsequent tests. Analysis of the growth kinetics of
Streptomyces spp. demonstrated that the beginning of the production of
bioactive substances against C. albicans started in 40 hours. The
bioactivity evaluation of the crude extract produced during co-culture with
potentially pathogenic microorganisms demonstrated a 50% increase in
inhibition of C. albicans and promoted inhibition of S. aureus, which had
not been reported in axenic culture. The microdilution assay evaluated the
bioactivity of Iyophilized crude extract agains C. albicans, which
demonstrated an inhibition rate higher than 90% at concentration 10
mg.mL* and 56% at 2 mg.mL?. The leishmanicidal effect of this extract
was also observed, and the results showed cell death rate of 93% at 10
mg.mL2.

Keywords: endophyte, pequizeiro, co-culture, antimicrobial, leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro possui uma das maiores diversidades de fauna e flora
do mundo, sendo considerado um hotspot para a conservacdo da
biodiversidade (RATTER, et al., 1997; MYERS, 2000). E classificado como um
mosaico de biomas, constituido por uma fitofisionomia Unica, consequéncia da
acao do fogo natural e antropogénico e um solo pobre em nutrientes, mas rico
em aluminio e com alta acidez. Essas caracteristicas, somadas ao alto grau de
espécies vegetais endémicas tornam o Cerrado um local interessante para a

bioprospecc¢éo de novas moléculas bioativas (SOUSA, et al., 2017)

Dentre as espécies vegetais que se destacam no Cerrado podemos citar
o Caryocar brasiliense, popularmente conhecido como pequizeiro ou pequi.
Esse é considerado de grande importancia econémica e social, € empregado
na culinéria, pois possui alto valor nutricional, além de ser aplicado para fins
medicinais por populacdes tradicionais, onde emprega-se principalmente o 6leo
e as folhas no tratamento de problemas respiratérios e abdominais (CHEVEZ-
POZO, 1997; VIEIRA e MARTINS, 2000).

Ha relatos na literatura de atividade antibacteriana, antitumural e
leishmanicida de extrato hidroetandlico de pequizeiro (PAULA-JUNIOR, et al.,
2006, CARDOSO, et al., 2012). Todavia, apesar dos inumeros beneficios
promovidos por essa espécie vegetal, os relatos de estudo de sua comunidade
endofitica sdo escassos.

Endofiticos sdo microrganimos que crescem no interior de tecidos
vegetais sem causar dano aparente as plantas (AZEVEDO e ARAUJO, 2007).
S&o uma fonte natural de metabdlitos secundarios que podem ser empregados
com os mais diferentes fins biotecnolégicos, desde aditivo de detergentes até

a induastria farmacéutica e como suplemento médico.

As enzimas produzidas por microrganismos endofiticos sdo de grande
interesse industrial. Trata-se de uma alternativa sustentavel, verde, em
comparacao aos processos tradicionais que, em geral, exigem condicdes mais

extremas de pH, temperatura e pressao, 0 que 0S torna mais onerosos, além
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de haver a geracao de residuos potencialmente poluentes (ADRIO E DEMAIN,
2014).

Além disso, os endofiticos sdo uma interessante fonte para a
bioprospecc¢édo novas moléculas com atividade antibacteriana e antiparasitaria,
pois naturalmente produzem moléculas capazes de inibir microrganismos
fitopatogénicos. Outro beneficio dos metabdlitos secundéarios produzidos pelos
endofiticos € o fato dessas moléculas apresentarem maior “droga-
semelhanca”, biocompatibilidade (SOUSA et al., 2017) e similaridade biol6gica
do que as moléculas totalmente sintéticas (KOEHN e CARTER, 2005), o que
os tornam bons candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos
(BALUNAS e KINGHORN, 2005; DRAHL et al., 2005).

Na busca de novas moléculas com atividade antimicrobiana, o co-cultivo
tem sido amplamente aplicado como metodologia que visa aumentar a
producdo de metabdlitos secundarios por endofiticos. O co-cultivo consiste em
cultivar dois ou mais microrganismos em conjunto na tentativa de produzir
interacbes que levem a expressdo de genes outrora silenciados devido as
condicBes do cultivo axénico e, consequentemente, a producdo de novos
metabolitos secundarios (MARMANN, et al., 2014, VINALE, et al., 2014).

Tendo em vista o potencial biotecnolégico de C. brasiliense, o presente
trabalho visou isolar microrganismos endofiticos provenientes das folhas,
ramos e solo rizosférico, bem como avaliar a producdo de enzimas e a
bioatividade desses isolados frente a microrganismos potencialmente

patogénicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Cerrado

As savanas cobrem 20% da superficie terrestre e sédo caracterizadas pela
presenca de uma camada continua de vegetacdo herbacea, um dossel
descontinuo de arbustos e arvores e pelo padrdo pluviométrico anual,
constituido de uma estacdo seca e uma chuvosa. A maior parte desse
ecossistema esta situada entre os Tropicos de Cancer e Capricornio, e portanto
sdo denominadas savanas tropicais, as quais possuem uma vasta diversidade
de fauna e flora (GOEDERT; WAGNER; BARCELLOS, 2008; MMA, 2017 ).

O Cerrado brasileiro é a savana tropical mais rica do mundo do ponto de
vista da diversidade biologica, uma vez que, possui 1.627 mil espécies de
plantas, 180 espécies de répteis, 150 espécies de anfibios, 1.200 espécies de
peixes, aproximadamente 837 espécies de aves e 199 espécies de mamiferos
(KLINK e MACHADO, 2008).

E considerado um dos hotspots mundiais para conservacdo da
biodiversidade devido ao alto nimero de espécies endémicas. O grau de
endemismo é de 28% para anfibios, 17% para répteis e 44% para plantas
superiores (MYERS, 2000; MMA, 2017).

Apesar de ser conhecido popularmente como um bioma, o Cerrado é na
realidade um mosaico de biomas (BATALHA, 2011). E um mosaico
vegetacional que vai do campo limpo ao cerraddo, com o predominio de trés
formagdes vegetais: florestais, onde prevalecem as espécies arboreas e ocorre
formagao de dossel continuo em algumas regides; savanica, na qual nao ha
formagdo de dossel, pois as arvores e arbustos distribuem-se de maneira
esparsa sobre um estrato graminoso; e areas de campo formadas,
principalmente, por espécies herbaceas e arbustivas (COUTINHO, 2006;
SANO et al., 2008; SILVA JUNIOR et al., 2014)

O Cerrado brasileiro engloba mais de 204 milhdes de hectares, o que
corresponde a 24% do territério do Pais. E encontrado nos estados de Goias,

Tocantins, Distrito Federal, Bahia, Ceara, Maranhdo, Mato Grosso do Sul,
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Minas Gerais, Piaui, Rondbnia, Sao Paulo, e ao norte dos estados do Amapa,
Amazonia, Parad e Roraima. Essa ampla distribuicdo explica as variagfes de
dominio em relagdo ao relevo, solo e atributos climaticos (WALTER, 1998;
ALMEIDA et al, 1998; SANO, et al., 2010).

O clima predominante do Cerrado € o tropical sazonal, com um periodo
chuvoso que dura de outubro a mar¢o seguido por um periodo seco de abril a
setembro. A média anual de precipitacao é de 1.500mm e as temperaturas séo
amenas ao longo do ano, sendo a variacdo média entre 22 e 27°C (KLINK e
MACHADO, 2005; LOPES, 2008).

Aproximadamente 46% dos solos do Cerrado s&o do tipo Latossolo, que
tem como caracteristicas a profundidade e a coloragédo que varia do vermelho
para o amarelo. Além disso, tratam-se de solos porosos, permeaveis e bem
drenaveis. Sao intensamente lixiviaveis, sendo, portanto, pobres em nutrientes.
E um solo rico em aluminio, o que o torna muito acido com o pH variando entre
4 e 5. (KLINK e MACHADO, 2005).

Essas caracteristicas do solo, somadas aos periodos de seca e aos
incéndios naturais e antropogénicos fazem com que o Cerrado possua uma
fitofisionomia singular. Sua flora € composta por gramineas, ervas e plantas
lenhosas, sendo esta geralmente recoberta por um indumento espesso, além
de arbustos e arvores que possuem troncos e galhos contorcidos com cascas
grossas e resistentes ao fogo, folhas coriaceas e raizes profundas que
permitem acesso aos lencois freaticos (GUARIM NETO, 1996; FANK-DE-
CARVALHO, et al., 2015).

A flora do Cerrado possui grande potencial medicinal tanto pela sua
diversidade taxondmica quanto pelas suas caracteristicas morfolégicas, uma
vez que, apresentam estruturas como cascas, que acumulam reservas e
frequentemente possuem substancias farmacologicamente ativas. (PEREIRA
et al., 2007).

No entanto, trata-se de uma area negligenciada que esta sendo

amplamente degradada. As principais ameagas a biodiversidade no Cerrado
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estdo na expansao da agricultura, com destaque para as monoculturas de soja,
milho e cana-de-agUcar, e da pecuaria, que juntas perfazem 67% das
instalacbes agricolas do Cerrado e se consolidam com uso significativo de
intensa mecanizagao e emprego de alta tecnologia com agroquimicos, dentre
esses, 0s herbicidas (CUNHA et al., 2008, QUEIROZ, 2009; RIBEIRO et al.,
2014)

Assim, o Cerrado deve ser considerado como uma promissora area de

pesquisa de plantas medicinais e recursos microbianos naturais associados.

2.2 Caryocar brasiliense Cambess, 0 pequizeiro

C. brasiliense, popularmente conhecido como pequizeiro, € uma espécie
arborea, nativa dos Cerrados brasileiros pertencente a familia Caryocaraceae
(ARAUJO, 1995). E uma das arvores simbolo do Cerrado, recebendo a alcunha
de “ouro do Cerrado” devido a sua importancia nutricional, social e econémica.
Sua distribuicdo abrange os Estados da Bahia, Ceard, Distrito Federal, Goias,
Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo e Tocantins (ALMEIDA et al., 1998).

O pequizeiro estd presente no Cerrado sentido restrito, Cerradao e
Campo sujo (GUIMARAES, 2017). Os individuos dessa espécie apresentam
altura variavel, entre 4 e 11 m, caracteristica que pode estar relacionada a
diferentes fatores, como caracteristicas quimicas do solo com reduzida
fertilidade ou ainda a fatores genéticos (LOPES et al., 2006; CARVALHO, 2009).

E uma heli6fita seletiva, xerdfita, semidescidua. Suas folhas caem
parcialmente no final do periodo chuvoso. O tronco e 0s ramos sao tortuosos,
grossos e possuem casca externa de cor acinzentada, com fissuras e cristas
sinuosas e descontinuas (CARVALHO, 2009). As folhas s&o compostas,
trifolioladas e opostas; os foliolos sdo denteados, obovais de apice obtuso,
pilosos, com nervuras abaxiais salientes que podem medir até 20 cm de
comprimento e 15 cm de largura (CARVALHO, 2009).
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As flores sdo hermafroditas, actinomorfas e compostas por multiplos
estames brancos. A coloragéo varia entre o esverdeado e o branco, o que
associado ao seu forte odor e ao néctar produzido ao entardecer sugere que
essa seja uma espécie polinizada, principalmente, por morcegos (OLIVEIRA et

al., 2008). A floracéo ocorre de junho a janeiro.

O fruto do pequizeiro, o pequi, é do tipo drupaceo, composto por casca de
cor verde-acinzentada, mesocarpo amarelado e sementes envoltas por
endocarpo duro, lenhoso e espinuloso. A casca do fruto maduro representa cerca
de 84% do peso, enquanto a polpa corresponde apenas a 10% do peso total
(MORAIS et al, 2016). A frutificag&do ocorre de outubro a fevereiro e serve como

alimento para os animais do Cerrado.

O nome popular pequi € derivado dos espinhos presentes no endocarpo,
uma vez que, em tupi-guarani “py” significa pele e “qui” espinho, ou seja, casca
espinhenta (SOUZA e SALVIANO, 2002). O fruto é amplamente utilizado na
culinaria regional, onde tanto o0 mesocarpo quanto a améndoa sdo consumidos.
A polpa do pequi € rica em vitamina A, acidos graxos e compostos bioativos
(GARCIA et al., 2007; VERA et al., 2007; ROESLER et al., 2008).

Além do uso culinario as populacdes tradicionais costumam utilizar o
pequizeiro para fins farmacoldgicos. O 6leo extraido da polpa do pequi é
administrado no tratamento de bronquites, gripes, resfriados, edemas e
queimaduras (CHEVEZ- POZO, 1997; VIEIRA; MARTINS, 2000). As folhas do
pequizeiro sdo consideradas adstringentes, pois possuem capacidade de
estimular a produc&o de bilis (CHEVEZ-POZO, 1997). Em estudo etnoecoldgico
realizado em uma comunidade quilombola de Minas Gerais, Pinto et al., (2016)
constatou que 17% da populacéo utilizava o pequizeiro para fins medicinais, por
meio da infusdo de folhas jovens, com o objetivo de combater gripe, dores

abdominais e problemas renais.

O extrato hidroetandlico de folhas de C. brasiliense possui atividade
antibacteriana e antitumoral (PAULA-JUNIOR, et al., 2006). Além disso, um
estudo realizado por Cardoso et al., (2012) demonstrou que este tipo de extrato
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possui atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de Leihsmania

amazonensis.

Apesar do grande numero de beneficios relacionados a utiliza¢do do 6leo
e das folhas do pequizeiro ha poucos relatos na literatura sobre a populacdo de
endofiticos associada a C. brasiliense, o que demonstra a necessidade de mais

pesquisas, visto que os endofiticos apresentam grande potencial biotecnoldgico.

2.3 Microrganismos endofiticos

O desenvolvimento das plantas no ambiente depende de sua interacéo
com outros seres vivos. Evolutivamente a interacdo mutualistica entre plantas
e microrganismos possibilitou o desenvolvimento de complexos mecanismos
adaptativos (PEIXOTO NETO, AZEVEDO e CAETANO, 2004). Dentre essas

relacbes destacam-se as realizadas com microrganismos endofiticos.

Os microrganismos endofiticos foram descritos pela primeira vez por Bary
(1866), que os considerou assintomaticos, ou seja, ndo produziam efeitos
prejudiciais nem benéficos as suas plantas hospedeiras, sendo, portanto,
pouco estudados até a década de 70, época em que verificou-se que havia uma
relacdo benéfica entre planta e endofitico observada por meio da protecao

contra insetos — praga, microrganismos patogénicos e herbivoria.

De acordo com Azevedo e Araujo (2007), define-se como microrganismo
endofitico fungos ou bactérias que colonizam o interior dos tecidos de plantas,
sem apresentar efeito patogénico ao hospedeiro, trata-se de uma relagéo
simbidtica, na qual a planta hospedeira fornece recursos vitais para o
microrganismo endofitico e este produz metabdlitos bioativos que tem efeito de
protecdo para a planta contra o ataque de fitopatdégenos, além de auxiliarem seu

crescimento.

Mendes e Azevedo (2007) dividiram os endofitos em dois tipos: tipo | séo

0S microrganismos que nao produzem estruturas externas a planta e tipo Il séo
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0s que desenvolvem estruturas externas as plantas. Esses microrganismos
podem ser isolados de varias partes das plantas, como flores, sementes, folhas,
frutos, raiz e caule (SANTOS, 2016; SOUSA et al., 2017; ALVES et al., 2017,
NERIS et al., 2017).

Existem aproximadamente 300.000 espécies de plantas na Terra e cada
uma delas deve ser hospedeira de pelo menos um microrganismo endofitico
(STROBEL e DAISY, 2003). Os ecossistemas com maior diversidade de
espécies vegetais devem, também, possuir a maior diversidade de
microrganismos endofiticos (STROBEL e DAISY, 2003). A variedade de biomas
presentes no Brasil reflete a riqueza da flora e da fauna brasileira, sendo o pais
com a maior diversidade vegetal do mundo (PLOTKIN, 1991; FUNBIO, 2006;
SOUSA et al, 2017), tornando-o promissor para 0 estudo destes
microrganismaos.

Dentre os Biomas brasileiros para bioprospeccdo de microrganismos
endofiticos destaca-se o Cerrado devido a suas caracteristicas singulares, como
a fitofisionomia, o alto grau de endemismo vegetal e o solo pobre em nutrientes,

mas rico em aluminio e com alta acidez (PIZA et al., 2016).

2.3.1 Atividade enzimatica de microrganismos endofiticos

Enzimas sdo, em sua maioria, proteinas capazes de diminuir a energia de
ativacdo de determinadas reacdes quimicas, sendo, portanto, catalisadores
bioldgicos. As enzimas possuem alta especificidade com seu substrato e néo
sdo consumidas durante a reacdo. Estdo presentes em todos 0s seres Vvivos e
sdo de suma importancia para a manutencdo da vida. Além disso, sao
fundamentais na degradacdo da matéria organica, nos processos infecciosos e
na deterioragcéo dos alimentos (NELSON e COX, 2014).

Sao amplamente utilizadas em processos industriais por apresentarem
muitas vantagens frente aos processos quimicos tradicionais, tais como atuacéo

sob condicdes de operacdo mais brandas (temperatura, pH e pressao),
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aplicabilidade sobre moléculas térmica e quimicamente instaveis a altas
temperaturas, elevado controle estéreo-, quimio- e regioseletivo, além de
reduzida geracao de subprodutos (JOHNSON, 2013; ADRIO e DEMAIN, 2014).

As enzimas mais estudadas sao de origem animal ou vegetal. No entanto,
0 interesse por enzimas produzidas por microrganismos estd aumentando,
principalmente, em funcédo da alta capacidade de producdo em larga escala, da
facilidade de manipulacdo genética e do baixo custo. De acordo com Adrio e
Demain (2014), cerca de 150 processos industriais utilizam enzimas

provenientes de microrganismos ou processos microbianos.

Dentro os microrganismos de interesse, destacam-se 0S microrganismos
endofiticos, que sdo amplamente aceitos como um importante recurso
econdmico para a bioprospeccao de novas moléculas e enzimas, uma vez que
sdo considerados um reservatorio para novos metabdlitos secundarios,
apresentando, assim, grande potencial de aplicacdo nas industrias, agricola,
farmacéutica e alimenticia (STROBEL, 2003; PIMENTEL, 2011; LACAVA e
AZEVEDO, 2014).

A celulose é a principal constituinte das paredes celulares, sendo o
componente mais abundante dos vegetais e também do planeta (KOBLITZ,
2010). Trata-se de um polimero composto apenas por monomeros de glicose,
homopolimero, unidos por ligacGes glicosidicasp (1> 4) (SILVA, 1997). As
celulases sdo enzimas que catalisam a quebra dessas ligacfes glicosidicas
entre residuos de D-glicose na molécula de celulose ou de seus derivados
solaveis (SILVA, 1997). Historicamente, sdo enzimas amplamente utilizadas na
industria de papel e celulose, bem como na indUstria téxtil. Nos dltimos anos tém
sido muito utilizadas em outros setores como nas indastrias de alimentos, racao
para animais, producdo de reagentes quimicos, e mais recentemente tem sido
empregadas com sucesso na sacarificagdo da biomassa lenhoceluldsica preé-
tratada para a producéo de biocombustiveis de segunda geracéo e nas industrias
de detergentes (BHAT, 2000; HESS, 2008; KUHAD, 2011). Organismos
celuloliticos sdo ubiquos na natureza e correspondem principalmente a fungos e
bactérias (FRANCO-CIRIGLIANO et al., 2013).
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As amilases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes glicosidicas presentes
no amido, glicogénio e sacarideos derivados, sendo empregadas nos processos
de hidrdlise parcial ou completa do amido. Essa classe de enzimas é utilizada,
principalmente, na industria de alimentos, onde € empregada na preparacao de
geléias, cervejas e obtencao de glicose (RODRIGUES et al., 2015). Além disso,
podem ser utilizadas como aditivo de detergentes, na sacarificacdo do amido, e
na industria de papel, téxtil e fermentacdo (SAXENA et al., 2007; PANDEY et al.,
2000; CUZZI et al., 2011)

As proteases correspondem aproximadamente a 60% do mercado
mundial de enzimas (ADRIO e DEMAIN, 2014). Sdo enzimas capazes de clivar
as ligacOes peptidicas e por isso participam de inUmeros processos fisiologicos.
As principais utilizacdes ocorrem na industria de detergentes, onde uma
protease de origem bacteriana foi empregada pela primeira vez em 1956, era
uma alcalase produzida pelo Bacillus licheniformis (ADRIO e DEMAIN, 2014), e
na alimenticia, principalmente para a producao de queijos. As proteases também
sao utilizadas na producéo de bebidas, processamento de pele e couro, industria
farmacéutica e téxtil (MERHEB, 2007; LADEIRA et al., 2010).

As lipases e esterases sdao denominadas “enzimas lipoliticas”. Trata-se de
um grupo de hidrolases capaz de catalisar a quebra e a formacéo de ligacdes
éster (LOPES, et al., 2011). Sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza,
estando presente em animais, vegetais e microrganismos. A diferenca entre
essas enzimas estd no fato das lipases terem como substrato acilgliceréis de
cadeia longa, com cadeia acila composta por mais de 10 carbonos, e as
esterases serem capazes de hidrolisar apenas acilglicerois de cadeia curta, ou
seja, inferior a 10 carbonos (VERGER, 1997; JAEGER; DIJKSTRA; REETZ,
1999; GHALY et al.,, 2010, MESSIAS; 2011). Na industria sdo amplamente
empregadas em processos que envolvem sintese organicas, como fabricagao
de detergentes, papel e celulose, na sintese de biopolimeros e biodisel
(ATESLIER; METIN, 2006; SOLIMAN et al., 2007, CORTEZ et al., 2017).

22



2.3.2 Atividade antimicrobiana de microrganismos endofiticos

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

do mundo e alterou para sempre a histéria da humanidade.

Todavia, antibiéticos tendem a perder sua eficacia com o passar do tempo
devido ao surgimento e disseminacgao de resisténcia entre agentes patogénicos
(ROSSOLINI, et al.,, 2014). A resisténcia a antibiéticos € um dos principais
problemas relacionados ao cuidado a saude da atualidade, pois impacta
diretamente nas opcdes de tratamento, no aumento da mortalidade, no controle
de infeccdo e por fim gera questdes econdmicas. Segundo a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) 90% das linhagens bacterianas sdo resistentes a
drogas de primeira escolha. Portanto, a busca por novas moléculas com

atividade antimicrobiana é urgente.

Em fevereiro de 2017 a OMS liberou sua primeira lista de agentes
patogénicos prioritarios para a pesquisa e desenvolvimento de novos antibiéticos
na qual a E. coli foi classificada como prioridade critica e S. aureus meticilina
resistente (MRSA) foi classificado como prioridade alta (WHO, 2017). Além
disso, a resiséncia da levedura C. albicans aos fungicidas atuais também tem
aumentando nos ultimos anos (SANGLARD, 2016). Tais fatores tornam esses

microrganismos interessantes objetos de estudo.

A levedura C. albicans é um microrganismo eucarioto, diploide, que se
multiplica por brotamento, mas que também pode desenvolver tubo germinativo
(VIEIRA e SANTOS, 2017). E uma das componentes da microbiota humana,
podendo habitar o trato gastrointestinal, pele, e mucosa do trato respiratorio. No

entanto, em individuos imunocomprometidos, esse microrganismo comensal
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pode tornar-se um agente promotor de infeccdo. Infecgbes causadas por C.
albicans sdo o quarto tipode infeccdo mais comum em hospitais, sendo fatais em
um percentual muito elevado, 42% dos casos (GUDLAUGSSON et al., 2003;
PAPPAS et al., 2003).

O aumento do uso indiscriminado de antifingicos, somado ao fato que
esses medicamentos, incluindo o fluconazol, ndo tém ag¢do micocida, tem
contribuido para o desenvolvimento de cepas droga-resistentes (FORD et al.,
2015). Dentre os mecanismos de resisténcia estdo a mutagao e recombinacgao
mitéticas, a super expressao de bombas de efluxo de ions e a formacgéao de
biofilmes (VIEIRA e SANTOS, 2017).

A bactéria Staphylococcus aureus € um coco Gram-positivo, e, portanto,
possui capsula polissacaridica revestindo a camada externa da parede celular.
E constituinte da microbiota humana e cerca de 30% da populacdo mundial é
colonizada por S. aureus, sendo encontrada principalmente na pele e mucosas
(WERTHEIM et al.,, 2005). Todavia, S. aureus é o principal causador de
bacteremia e endocardite infecciosa em individuos imunossuprimidos (TONG, et
al., 2015).

Até a década de 50 as infec¢Bes causadas por S. aureus eram tratadas
com penicilina, entretando, com o desenvolvimento de cepas resistentes
fizeram-se necessario o desenvolvimento de novos medicamentos, assim, surgiu
e meticilina, desenvolvida em laboratério, tendo como mecanismo de acéo
baseado no anel beta lactamico modificado (HAUSER, 2009). No entanto, a
partir da década de 60 surgiram os primeiros relatos de cepas resistentes a
meticilina, que foram denominadas S. aureus meticilina resistentes (MRSA).

Inicialmente, o MRSA ficou restrita ao ambiente hospitalar, mas em 1990
uma nova linhagem denominada S. aureus resistente a meticilina associado a
comunidade (CA-MRSA) passou a ser reportada em individuos que né&o
apresentavam fatores de risco (BOYCE, 2008; WONG, et al., 2017). Tais eventos

elevaram o0 uso de vancomicina no tratamento de infec¢cbes causadas por S.
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aureus, e em 1997, no Japao, foi relatado o primeiro caso de uma cepa resistente

a esse medicamento (LIMA et al., 2015).

A bactéria Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo que normamente é
encontrada no trato gastrointestinal de animais homeotérmicos (ALVES et al.,
2017), incluindo o ser humano. Representa cerca de 80% da microbiota aerdbia
e participa da sintese de vitamina K (KORB, et al., 2013). No entanto, em
individuos vulneraveis esse microrganismo pode tornar-se patogénica, sendo
responsavel por até 90% dos casos de infeccdo urinaria e 50% das infeccdes
nosocomiais (KARLOWSKY e TRENDS, 2002; PALAU et al., 2011).

A falta de informacéo e de acompanhamento no uso de antibiéticos fez
com que muitas bactérias conferissem resisténcia a eles, assim, na década de
90 a resisténcia de E. coli a amoxicilina e a ampicilina chegou a 40%.
(LINDGREN, KARLSSON e DIARMAID, 2003).

Tendo em vista 0 aumento da resisténcia microbiana aos antibiéticos
empregados atualmente, faz-se necessario o desenvolvimento de novos
farmacos para o combate das infec¢cdes causadas por esses microrganismos.
Os microrganismos endofiticos apresentam uma fonte promissora, para a
prospeccao de antimicrobianos, uma vez que, trata-se de uma fonte rica em
metabdlitos secundarios e, consequentemente, de novos compostos bioldgicos
(STROBEL, 2003; DAS, PATRA e BAEK 2016).

Em trabalho realizado por Carrim et al. (2016) 7 dos 10 dos isolados
endofiticos de Jacarranda decurrens Cham (carobinha-do-campo),
apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo menos uma das 15 cepas

indicadoras usadas no estudo.

Bactérias endofiticas isoladas de plantas medicinais do Ira foram testadas
contra sete espécies de microrganismos potencialmente patogénicos e 16 dos
23 isolados endofiticos apresentaram atividade antibacteriana (BEIRANVAND,
et al., 2017).
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2.4 Co-cultivo como estratégia para descoberta de novos compostos

bioativos

As interacdes entre 0s microrganismos, seus hospedeiros e o ambiente
gue habitam constituem forcas para a producdo de metabdlitos secundarios (OH,
2007). Assim, os cultivos microbianos, e consequentemente a producdes de
metabdlitos secundarios, sdo afetados pelas condigbes experimentais, nas quais
estdo ausentes interacbes do tipo competicdo, antagonismo e até mesmo
simbiose, o resultado, frequentemente, € o re-isolamento de metabdlitos ja
conhecidos (SUNG, GROMEK e BALUNAS, 2017, VINALE, et.al., 2017).
Todavia, replicar essa miriade de interacbes tem sido um desafio na
bioprospecc¢do de novas moléculas (OH, 2007; GONTANG et al., 2010).

O co-cultivo, também conhecido como “cultivo misto” € uma abordagem
ecologica que tenta mimetizar as condicbes naturais do habitat do
microrganismo alvo, por meio da criagdo de uma comunidade microbiana mais
Oou menos complexa, que permite que O mMesmoO Seja exposto a uma
multiplicidade de sinais quimicos que sado trocados entre as diferentes espécies
gue compdem o cultivo (MARMANN, et al., 2014).

Andlises de sequenciamento genémico tem demonstrado que, apesar de
abundantes, os clusters de genes biossintéticos capazes de produzir metabdlitos
secundarios ndo sado transcritos quando expostos as condi¢des laboratoriais
(RUTLEDGE e CHALLIS, 2015). Portando, a inducdo da competitividade entre
0S microrganismos componentes do co-cultivo é provocada de maneira
deliberada como uma tentativa de promover a ativagdo dos genes que ficam
silenciados no cultivo axénico aumentando, assim, a possibilidade de transcri¢éo

de metabdlitos secundarios ainda ndo descritos (MARMANN, et al., 2014).

Um total de 112 cepas de actinobactérias isoladas de amostras de solo
coletadas no Japéo foram submetidas a co-cultivo com a bactéria Gram-positiva
Tsukamurella pulmonis (ONAKA 2017). Ap6s 7 dias de cultivo, os caldos de
cultura foram extraidos e analisados em HPLC. Os picos de HPLC

correspondentes foram comparados entre culturas puras e culturas combinadas,
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e o0s resultados apontaram que 99 de 112 cepas apresentaram mudancas nos
padrdes de metabolismo secundario na cocultura. Entre essas cepas, 41
produziram novos metabodlitos somente na cultura combinada, 87 cepas
apresentaram aumento ou diminuicdo das quantidades de metabolitos e 12
cepas nao apresentaram alteracdes significativas na cultura combinada. Estes
resultados revelaram que T. pulmonis alterou o metabdlito secundario de

actinomicetos com alta eficiéncia de 88%.

2.5 Atividade Leishmanicida

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de doengas
causadas por parasitas e bactérias, que atingem mais de um bilhdo de pessoas
no mundo sdo doencas que afetam o desenvolvimento fisico e cognitivo e
atingem principalmente a populacdo de baixa renda dos paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (CDC, 2017). Dentre as DTNs pode-

se destacar as leishmanioses.

As leishmanioses sdo um grupo de zoonoses provocadas por parasitas
do género Leishmania pertencente a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, que séo transmitidos através da picada fémeas hematofogas de

flebotomineos infectadas (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae).

A OMS define trés tipos principais de leishmaniose: a cutanea, a
mucocuténea e a visceral, sendo esse Ultimo o tipo mais letal. Sdo estimados
aproximadamente 300.000 casos de leishmaniose visceral (LV) por ano, dos
quais 6% sao fatais (WHO, 2015). Em 2015 mais de 90% dos casos reportados
a OMS ocorreram em 7 paises: Etidpia, India, Brasil, Quénia, Suddo e Sudéao do
Sul. Na América do Sul 96% dos casos reportados de LV ocorreram no Brasil
(PAHO, 2017).

Os antimoniais pentavalentes e a anfotericina B sdo as drogas mais
utilizadas para o tratamento da leishmaniose. Todavia, o fato de terem sido

descobertos ha mais de 70 anos, conferem desvantagens significativas,
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principalmente em termos de eficacia, tempo de tratamento, baixa capacidade
de producdo e o alto custo, caracteres esses que, somados, muitas vezes tornam
esses remédios inacessiveis a populacdo (WHO, 2011; CONTI e PINTO JUNIOR
2015).

Portanto, a busca por novas op¢des que contribuam para controle das
leishmanioses, principalmente da LV é de grande importancia para a saude

publica mundial.

Metabolitos secundarios produzidos por microrganismos endofiticos tém
sido empregados em testes in vitro contra leishmaniose. Santiago et al. (2012),
isolaram 564 fungos endofiticos de duas espécies de angiospermas
provenientes da Antartida, dos quais 19 apresentaram atividade leishmanicida
contra a forma promastigota de L. amazonensis. No entanto, ndo foram
encontrados estudos relatando a atividade de metabdlitos secundarios
produzidos por actinobactérias contra Leishmania infantum chagasi, espécie que

causa LV, o que a torna um interessante objeto de estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Realizar a producédo de metabdlitos secundarios bioativos produzidos pelas
comunidades de microrganismos endofiticos isolados de Caryocar

brasiliense (pequizeiro) nativa do Cerrado de Sao Carlos - SP.

3.2 Objetivos especificos

Isolar bactérias endofiticas de folha, caule e rizosfera de C. brasiliense;

Avaliar a atividade enzimatica das bactérias endofiticas isoladas de C.
brasiliense;

Verificar a ocorréncia de antagonismo dos isolados frente as bactérias
Escherichia Coli, Staphylococcus aureus e ao fungo leveduriforme Candida
albicans;

Avaliar a bioatividade do extrato produzido por meio de co-cultivo com
microrganismos potencialmente patogénicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento de microrganismos endofiticos

Foram coletadas folhas, ramos e solo rizosférico de C. brasiliense
localizados na area de Cerrado no campus da Universidade Federal de Séo
Carlos (UFSCar) - Séo Carlos - SP, Brasil. As amostras foram acondicionadas
em sacos plasticos esterilizados e transportadas para o Laboratério de
Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB) do Departamento de Morfologia e
Patologia (DMP) da UFSCar. Foram selecionados os tecidos vegetais sadios,
sem manchas ou lesdes causadas por patdgenos ou outros agentes, 0s quais
foram processados em um intervalo maximo de duas horas (ARAUJO, et al.,

2002) até o inicio das analises.

Foram pesados 10 g de cada tecido vegetal sadio coletado, os quais foram
submetidos ao procedimento de desinfeccdo superficial com o objetivo de
eliminar os microrganismos epifiticos. Nesse processo as folhas foram
sequencialmente imersas em etanol 70% por 1 minuto, solugdo de hipoclorito
de sdodio 3% por 1 minuto, etanol 70 % por 30 segundos. Ja os ramos foram
imersos na mesma sequéncia por 1 minuto, 3 minutos e 1 minuto nos agentes
desinfectantes. Por fim, foram realizados dois enxagues em agua destilada
esterilizada, sendo que 100 uL da segunda agua de enxague foi plaqueado em
meio TSB acrescido de 15g.L* de agar para garantir a eficiéncia do processo

de desinfeccéo.

Em seguida as folhas e os ramos foram cortados, assepticamente, em
pedacos de 0,1-0,5 cm, os quais foram colocados em 15 mL de tampéo PBS e
levados para shaker orbital a 150 rpm por 2 horas. Apds esse procedimento
inoculou-se 100 uL da solucdo de PBS contento folhas e ramos em &gar TSB
e ISP2(10g.L* de extrato de malte; 2,59.L de extrato de levedura; 6g.L* de

glicose; 15g.L ' de agar a pH 7,0) as placas foram incubadas a 20°C por 15 dias

Para as amostras de solo rizosférico, foram pesados 10 g das amostras e
adicionados em 90 mL de tamp&o PBS, os quais foram mantidos em shaker

orbital a 150 rpm por 2 horas. Ent&o, a solugdo de PBS contendo rizosfera foi
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submetida a diluicdes decimais seriadas (101 - 10#), que foram plagueadas em
meio TSB (agar) e agar ISP2, por fim foram incubadas na mesmas condi¢fes

descritas acima.

4.2 Atividade Enzimatica

Para a avaliacédo qualitativa da producdo das enzimas amilase, celulase,
protease, lipase e esterase, a placa de Petri foi dividida em nove sessdes e em
cada uma delas foi semeado um isolado endofitico. As placas foram incubadas

a 28 "C por 48 horas. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Abaixo, sdo apresentadas as composicoes de cada um dos meios

utilizados nos ensaios enzimaticos:

4.2.1 Atividade celulolitica

Formula por Litro de H20dd: 10g de Carboximetilcelulose; 5g de Extrato
de Levedura; 12,89 Na2HPO4.7h20; 3g KH2PO4; 0,5g de NaCl; 1g de NH4Cl; 59
de MgS04.7H20; 0,01g CaCl2.2H20; 15g de Agar. O pH foi ajustado para 7,2.
Apoés o periodo de incubacao, foram adicionados 10 mL do corante vermelho
congo (1%). As placas foram lavadas depois de 15 minutos com NaCl (5 mol.L™).
A presenca de halo amarelado ou alaranjado em torno da colbnia, indicou

atividade celulolitica.

4.2.2 Atividade amilolitica

Foérmula por Litro de H20dd: 10g de Amido soluvel; 5g de Extrato de
levedura; 12,89 de Na2HPO4.7h20; 3g KH2POg4; 0,5g de NaCl; 1g de NH4Cl; 5g
de MgS0..7H20; 0,01g CaCl2.2H20; 15g de Agar. O pH foi ajustado para 7,2.
Apo6s o crescimento bacteriano foram adicionados 10 mL de solugdo de iodo
(1%) na placa, que foi lavada quase imediatamente com agua. A presencga de

um halo incolor em torno da col6nia indicou a producdo de amilase.
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4.2.3 Atividade proteolitica

A formulacdo do meio para 900 mL H20dd: 10g de peptona; 5 g de extrato
de levedura; 1g de glicose; 5g de NaCl e 15g de Agar. O pH foi ajustado para
7,0. Apos a esterilizacdo adicionou-se 100 mL de leite desnatado. A formacéo

de um halo ao redor da col6nia indicou a secrecao de proteases.

4.2.4 Atividade lipolitica

Formula para 990 mL H20dd: 10g de Peptona; 5g de extrato de levedura;
5g de NaCl; 0,1g de CaClz2.2H20; e 15g de Agar.O pH foi ajustado para 7,4. Apos
a esterilizagdo do meio de cultura foi adicionado 1% (v/v) de Tween 20,
previamente esterilizado. A presenca de halos cristalizados ao redor da bactéria

indicou atividade lipolitica.

425 Atividade esterasica

Formula para 990 mL H20dd: 10g de Peptona; 5g de extrato de levedura;
5g de NaCl; 0,1g de CaCl2.2H20; e 15g de agar. O pH foi ajustado para 7,4 a.
ApoOs a esterilizacdo do meio de cultura foi adicionado 1% (v/v) de Tween 80,
previamente esterilizado. A presenca de halos cristalizados ao redor da bactéria
indicou atividade lipolitica.

4.3 Triagem da Atividade Antimicrobiana

O teste do bloco de gelose (Ichikawa et al., 1971) foi utilizado como
bioensaio qualitativo para detectar producdo de compostos bioativos. Os
microrganismos endofiticos foram crescidos em caldo TSB ou ISP2 por 48 horas,
em seguida foram semeados em forma de tapete, com auxilio de swab
esterilizado, em placas contendo 10mL de agar TSB ou ISP2 e foram incubados
a 28°C por 48 horas.
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Foram utilizados, como microrganismos indicadores, cepas de Candida
albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Estas cepas foram reativadas em tubo contendo caldo 5 ml de
caldo TSB e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo o0s
microrganismos foram semeados em placa contendo agar Muller-Hinton (MH) e
incubados nas mesmas condi¢des anteriormente citadas. Entdo, prepararam-se
o0s indculos dos microrganismos indicadores em solucédo salina 0,85% ajustando
para 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a densidade oOptica de 0,08
a 0,1 no comprimento de onda de 625nm para E. coli e S. aureus e 530 nm para
C. albicans (ANVISA, 2002; ANVISA 2003). Por fim, esses microrganismos foram

semeados em forma de tapete, com auxilio de swab em placa com agar MH.

Discos de 7mm de diametro foram cortados das placas de agar contendo
0s microrganismos endofiticos e entdo foram depositados no centro das placas
com agar MH contendo os microrganismos indicadores. Essas placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas para posterior avaliacdo da formacéo de halos

de inibicao.

4.4 Cinética de Crescimento

O meio de inéculo foi preparado transferindo-se duas alcadas do
microrganismo endofitico selecionado para Erlenmeyer com capacidade para
100 mL contendo 20 mL de caldo ISP2 e pérolas de vidro em quantidade
suficiente para cobrir o fundo do frasco. O cultivo foi mantido por 48 horas a 28°C

e 250 rpm em shaker orbital.

Apos esse periodo 0 meio de inoculo foi transferido para tubos conicos de
15mL e centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado
e o sedimento foi ressuspendido em 10 ml de solucao salina 0,85%, e entéo foi
mais uma vez centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos, esse procedimento de
lavagem foi realizado trés vezes e por fim o inéculo foi ressuspendido com 10 ml
de ISP2. Entdo, 10% (v/v) do inéculo, densidade 6tica 0,8-1,0 e comprimento de

onda 600 nm (Serrano, 2009) foi adicionado ao Erlenmeyer com capacidade para
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um litro contendo 400 mL de caldo ISP2 e pérolas de vidro. Esse meio foi
incubado a 28°C em shaker orbital a 250 rpm por 5 dias. O crescimento do
microrganismo foi mensurado por meio da medi¢ao da densidade ética do meio
de cultivo, realizada a cada 8 horas, bem como pelas diluicbes seriadas da

cultura que foram plaqueadas em agar ISP2 e incubadas a 28°C por 48-72 horas.

4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana do extrato bruto fresco

A avaliagdo da bioatividade do extrato bruto fresco foi realizada pelo
método de difusdo em disco. As amostras avaliadas foram coletadas do cultivo
da cinética de crescimento a cada 8 horas, durante 5 dias. Em cada periodo
coletou-se 1mL do meio de cultivo, que foi entdo centrifugado a 10000 rpm por
15 minutos e 500 pL do sobrenadante foram pipetados em microtubo conico de
1,5 mL e acondicionados em freezer a -80°C. Filtros de papel com 5 mm de
didametro foram depositados, com auxilio de uma pinga esterilizada, sobre placa
contendo agar MH e previamente semeadas com E. coli, C. albicans, e S. aureus
e, posteriormente, 10 pL do extrato bruto de cada periodo foram depositados
sobre esses filtros. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para verificar
a formacéao de halos de inibicdo. Os bioensaios foram realizados em triplicata e
para controle foram utilizados os antibi6ticos de uso comercial Cloranfenicol 30
mcg, para E. coli, Oxacilina 1mcg, para S. aureus e hipoclorito de sédio 3% para
C. albicans.

4.6 Co-cultivo e avaliagcédo do extrato bruto fresco

O microrganismo endofitico foi cultivado em meio ISP2 nas condic¢des ja
citadas anteriormente para obtencdo do inOculo. Os microrganismos
potencialmente patogénicos E. coli, S. aureus e C. albicans foram incubados em
5 ml de caldo ISP2, em estufa 37°C por 24 horas. Trés Erlenmeyers com
capacidade de 250 mL contendo 100 mL de meio ISP2 e pérolas de vidro, foram

inoculados com 10% (v/v) do indculo do microrganismo endofitico e 0,1% (v/v)
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do microrganismo indicador (IGARASHI, 2005 adaptado). Os frascos foram
incubados a 28°C e 250 rpm por 72 horas em shaker orbital. Foi avaliada a
bioatividade das amostras dos extratos coletados a cada 24 horas. Os

bioensaios foram realizados em triplicata.

4.7 Ensaios de microdiluicao

O método de diluicdo em meio liquido foi realizado preparando-se o
inbculo da levedura C. albicans, conforme descrito anteriormente.
Posteriormente, foi realizada uma diluicdo 1:100, seguida por outra de 1:20 para
obtencdo de uma suspenséo de 2,5x10° UFC.mL* em meio MH suplementado
com 2% de glicose (ANVISA, 2002)

A diluicdo seriada do extrato bruto liofilizado, foi feita em tubos cénicos de

50 mL, concentracdes testadas foram de 10, 8, 6, 4 e 2 mg.mL™.

Apbs o preparo das diluicdes, o passo seguinte foi preencher a microplaca
de 96 pocos, de modo que, nos pocos do controle positivo adicionou-se 100 pl
da suspensao de microrganismos e 100 pl do meio de cultura; nos pocos de teste
do composto, adicionou-se 100 ul da diluicdo desejada e 100 pl da suspenséo
de microrganismo; por fim, para o controle negativo, adicionou-se 100pl da
suspensao de microrganismo e 100ul de hipoclorito. Para os brancos foram
utilizados 100ul de meio de cultura acrescido de 100ul da diluicdo de extrato
diluido.

A microplaca foi incubada em estufa a 37 °C por 48 horas para levedura.
Apos o periodo de incubagéo, foram adicionados 20 pl do revelador resazurina
(Alamar Blue®) a 0,01% diluida em tampao fosfato salino (PBS) em cada orificio.
O tempo de espera para a reducdo da resazurina (cor azul) para resorufina (cor
résea) foi de 30 min. Em seguida as placas foram submetidas a leitura de
absorbancia a 540nm, em espectrofotometro de fluorescéncia (SPECTRAMAX
M3).
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4.8 Determinacéo da atividade leishmanicida

Para a determinacéo da atividade leishmanicida foram utilizadas cepas de
L. infantum chagasi sensiveis a 6xido nitrico (NO), cedidas pelo Laboratério de
Inflamacdo e Doencas Infecciosas (LIDI) do Departamento de Morfologia e
Patologia (DMP) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

Para o ensaio foi utilizado o meio de cultura 199 suplementado com 10%
de Soro Bovino Fetal, 5% de antibidtico penicilina e estreptomicina e 3,042 mL
de L-glutamina para cada 1000 mL. As células foram cultivadas em frasco T para

cultura celular (de 75 cm?

, ho qual foi adicionado 5 ml de meio suplementado e
a cepade L. infantum chagasi. O frasco T foi acondicionado em local
protegido da luz & 23 °C e o crescimento celular e viabilidade foram avaliados
pela contagem com o corante vital Tripan Blue e pela observagédo no microscopio
durante o tempo necessario para a troca do meio e passagens até atingir a

guantidade celular desejada.

As concentragbes do extrato bruto liofilizado utilizadas para a
determinagdo da atividade leishmanicida foram 10 mg.mL?; 5 mg.mL?; 2,5

mg.mL* e 1 mg.mL. A concentracdo celular utilizada foi de 1x10° cels/mL, e a
partir desta diluicdo, pipetou-se 100 ul nos orificios da microplaca e 100 pl das
diluicdes do composto. Nos orificios do controle positivo, pipetou-se apenas meio
199 e Leishmania e como controle negativo utilizou-se hipoclorito de sédio a 3%.
As placas foram incubadas a 23 °C (SIFA- OUI et al, 2014), por 24 e 48 horas

em shacker a 90 rpm.

ApOs o primeiro periodo de 24 horas, utilizou-se novamente a resazurina
para o teste colorimétrico, foram pipitados 20 pl do corante diluido em agua
ultrapura tipo Milli-Q na concentracdo de 1,5 mM em cada pogo, esse
procedimento foi repetido na placa de 48h. As placas foram mantidas em

recipiente de aluminio protegido da luz com a concentragdo de CO» mantida

entre 5 e 10% com o auxilio de uma vela.
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A leitura das placas foi feita em espectrofotdbmetro no comprimento de

onda de 650 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de microrganismos endofiticos

Foram isolados 42 bactérias endofiticas a partir de C. brasiliense, das quais duas

eram de folha, 17 do ramo e 23 da rizosfera (Figura 1).

Figura 1. Microrganismos endofiticos purificados. (A) R1 isolado de ramo; (B) F1
isolado de folha e (C) RZ3 isolado de rizosfera.

Dentre os microrganismos isolados apenas um apresentou caracteristicas
fenotipicas de actinobactéria do género Streptomyces (Figura 2). HOPWOOD
(2007) descreve as colbnias de Streptomyces como inicialmente macias, de
bordas regulares, de coloracdo branco acinzentada e quese tornam

pulverulentas a medida que se desenvolvem o micélio aéreo e 0S esporos.

Figura 2. Isolado RZ3 identificado fenotipicamente como pertencente ao género
Streptomyces, observa-se a formacao de micélio aéreo e coloracao branco
acinzentada. (A) Vista anterior das col6nias apos 7 dias de incubagéo a 28°C;
(B) vista posterior apés 7 dias de incubacao; (C) Vista anterior das coldnias ap6s
20 dias de incubacdo e (D) vista posterior das colonias apés 20 dias de

incubacéo.
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As actinobactérias representam um grupo diversificado e mundialmente
conhecido pela capacidade em produzir inUmeros compostos bioativos como os
antibiéticos e enzimas. Devido ao seu grande potencial biotecnolégico e o
interesse na producéo de substancias bioativas com atividade contra organismos
eucariotos observada nos testes preliminares, foi selecionado o isolado de

actinomiceto caracterizado como Streptomyces spp. para o0s testes posteriores.

Em trabalho realizado por Ratti (2009) utilizando folhas e caules da
espécie Solanum lycocarpum, St. Hill (lobeira) coletados em area de Cerrado
presente na UFSCar, foi isolado um microrganismo com caracteristicas
fenotipicas similares as das bactérias pertencentes ao género Streptomyces
spp., posteriormente identificada genotipicamente como Streptomyces

tubercidicus.

Favoretto (2010) isolou 26 microrganismos a partir de folhas de diferentes
espécies vegetais do Cerrado da UFSCar, sendo seis de Butia capitata var
capitara (Coquinho-azedo), cinco de S. lycocarpum, quatro da Stryphnodendron
polyphyllum (Barbatim&o), seis de Miconia albicans (Quaresmeira-branca) e
cinco de Aegiphila lhotzkiana (Tamanqueira). Apos andlise das caracteristicas
fenotipicas foram identificadas duas linhagens que apresentaram caracteristicas
tipicas de Streptomyces spp., microrganismo pertencente ao Filo das

actinobactérias.

A prospeccao de endofiticos em espécies nativas do Cerrado foi avaliada
por Vieira et al. (2014), os quais isolaram nove microrganismos de Acrocomia
aculeata (Macauba), 12 microrganismos de Eugenia dysenterica (Cagaita), cinco
microrganismos S. lycocarpum, seis microrganismos de C. brasiliense, 9
microrganismos de Genipa americana (Jenipapo) e 10 microrganismos de
Guazuma ulmifolia Lam (Mutamba). A macauba foi considerada a mais
promissora no isolamento de actinobactérias com um total de trés isolados,
seguido do pequi e mutamba com dois isolados cada e lobeira com um isolado.
Esses dados corroboram com os achados deste presente trabalho, o qual

também foi isolado espécime de actinomicetos em C. brasiliense.
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Camargo et al. (2017) em estudo de isolamento e caracterizacdo de
bactérias endofiticas de Sterculia striata (chicha-do-Cerrado), obtiveram 18

isolados a partir de caules e folhas desse vegetal.

Uma nova linhagem de Streptomyces foi isolada de solo do Cerrado
brasileiro, tendo como nome proposto Streptomyces odonnellii sp. nov.
(PEREIRA, et al., 2017). Segundo Sousa et al. (2017), solos savanicos com
plantas nativas possuem microbiota com populacdo de actinobactérias superior

a 75%, na qual ha predominancia do género Streptomyces.

Héa escassos relatos na literatura sobre isolamento de microrganismos
endofiticos de C. brasiliense, justificando assim a necessidade de mais

pesquisas nesta area.

5.2 Avaliacéo da atividade enzimatica

Os 42 isolados endofiticos foram avaliados para atividade enzimatica,
sendo que 14 apresentaram atividade amilolitica, 16 apresentaram atividade
celulolitica, 12 apresentaram atividade proteolitica, 12 apresentaram atividade

lipolitica e 4 apresentaram atividade esterasica (Anexo- Al)

A figura 3 exemplifica a producéo de enzimas, verificada por meio da

formacao de halos ao redor das colbnias.
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Figura 3. Avaliacdo da atividade enzimética. Os halos identificam a formagéo de
enzimas. (A) celulolitica; (B) amilolitica; (C) proteolitica; (D) lipolitica e (E)
esterasica.

Portanto, a avaliacdo da atividade enzimatica demonstrou que 33,3% dos
isolados produziram para amilase, 40,5% celulase, 28,6% protease, 28,6%

lipase e apenas 9,5% esterase (Figura 4).

Atividade Enzimatica

18 40,5%
33,3%
13,5 28,6% 28,6%
9
45
0
Amilase Celulase Protease Lipase Esterase

Figura 4. Resultado percentual da atividade enzimatica pelos isolados
endofiticos de C. brasiliense.
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Os organismos celuloliticos sao principalmente bactérias e fungos de
natureza ubiqua. As actinobactérias sdo bactérias filamentosas Gram-positivas
do solo, séo conhecidas por sua capacidade de decompor moléculas complexas,
em particular os componentes de lignocelulose, que os tornam agentes
importantes em processos de decomposicdo (FRANCO-CRIGLIANO et al.
2013). Estes dados corroboram com os achados do presente trabalho, no qual o
maior percentual dos isolados (40,5%) apresentou atividade celulolitica, entre

eles o isolado do género Streptomyces.

Barbosa et al. (2015) analisaram a capacidade de sintese de enzimas de
interesse biotecnolégico (amilase, lipase, esterase, pectinase, protease e
celulase) por microrganismos endofiticos de Hyptis suaveolens (l.) poit.
(Cheirosa). Os isolados apresentaram a capacidade de produzir pelo menos uma
das enzimas prospectadas, sendo que, 28% apresentaram atividade amilolitica,
33% esterasico, 20% apresentaram atividade lipolitica, 46,1% e 33,3%
hidrolisaram caseina e colageno, respectivamente, na determinacéo da atividade

proteolitica e apenas um isolado apresentou atividade pectinolitica.

Em estudo sobre bioprospeccao de microrganismos endofiticos isolados
de Tabebuia sp. (Ipé€) e S. saponaria e identificacdo da producédo de metabdlitos
de interesse biotecnolégico, Romano (2015) avaliou a producdo de enzimas
(amilase, xilanase e celulase) pelos isolados. Foi verificado que todas as
linhagens produziram amilase, porém, nao houve producdo das outras enzimas
avaliadas. As amilases sdo enzimas que hidrolisam ligagBes glicosidicas
presentes no amido, glicogénio e sacarideos e apresentam uma grande
importadncia de aplicacdo biotecnoldgica, principalmente nos processos de
liquefagéo e sacarificagdo nas industrias de fermentacgéo, de alimentos, téxtil e
papel (RANA et al., 2013).
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5.3 Triagem da atividade antimicrobiana

Dos 42 isolados endofiticos testados para cada um dos trés
microrganismos potencialmente patogénicos, por meio do teste do bloco de
gelose, apenas cinco inibiram S. aureus, um inibiu C. albicans para E. coli n&o

foi observada nenhuma atividade (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo qualitativa da atividade antimicrobiana de microrganismos
endofiticos isolados de C. brasiliense frente a microrganismos potencialmente
patogénicos: E. coli, C. albicans, S.aureus. Auséncia de atividade (-), presenga
de atividade antimicrobiana (+).

Isolados E. coli C. albicans S. aureus
R1 - - +
R3 - - +
R5 . - +
R18 - - +
R19 - - +
RZ3 - + -

A atividade antimicrobiana de bactérias endofiticas isoladas de carobinha-
do-campo foi avaliada por Carrim et al. (2016), os quais observaram que a
atividade antimicrobiana apresentada pelos isolados foi maior frente as bactérias
indicadoras Gram-positivas. Em estudo para determinacdo da atividade
antimicrobiana de Actinoplanes isolados do solo de Cerrado goiano, Azevedo et
al., (2004) observaram a producdo de moléculas bioativas contra bactérias
Gram-positivas, porém, nao foi verificada a atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-negativas e fungos. Esses resultados comprovam o0s
encontrados neste trabalho, o qual ndo foi verificada a atividade antimicrobiana

contra bacteria Gram-negativa (E. coli), porém, obeservou-se a producéo de
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moléculas com bioatividade contra bactérias Gram-positivas e antifingica contra

C. albicans.

Oliveira et al. (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana de
actinomicetos oriundos do solo do Cerrado goiano e Mata Atlantica capixaba,
frente a cepas-padrao de S. aureus, E. coli, Bacillus subtilis e um S. aureus
meticilina resistente de origem hospitalar. De um total de 11 isolados de
actinomicetos testados, 10 (90,9%) apresentaram atividade frente a S. aureus,
S. aureus (MRSA) e B. subtilis., porém, nenhum dos isolados apresentaram

atividade frente a E. coli.

Um actinomiceto endofitico isolado de quaresmeira branca (PIZA et al.,
2015), vegetal do Cerrado brasileiro, foi estudado para avaliagdo da sua
atividade antimicrobiana. O microrganismo foi identificado como Amycolatopsis
orientalis e mostrou potencial antimicrobiano, verificado por halos antagonistas,
contra S. aureus, C. albicans, Shigella sonnei e Enterococcus faecalis medindo
3,50 cm, 3,35 cm, 3,20 e 3,15 cm de diametro, respectivamente, néo

apresentando bioatividade contra E. coli e Serratia marcencis.

5.4 Cinética de crescimento e determinacgédo da atividade antimicrobiana do

extrato bruto fresco

A Figura 5 apresenta a curva de crescimento de Streptomyces spp. em
caldo ISP2 a 28°C por 5 dias a 250 rpm.
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Cinética de Crescimento
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Figura 5. Cinética de crescimento bacteriano do isolado identificado como
Streptomyces spp.

A biocarga do inéculo foi quantificada na ordem de 10> UFC.mL* e o
endofitico apresentou maximo crescimento em 48 horas (log 7,30 UFC.ml%). O
inicio da producdo de substancias bioativas correspondeu ao final da fase
exponencial e inicio da fase estacionaria de crescimento do endofitico. O grafico
também demonstra uma boa correlacdo entre os valores mensurados de
densidade o6tica do cultivo e a contagem microbiana em log UFC.mL?,
justificando assim, o uso da D.O como medida indireta para avaliacdo do

crescimento microbiano.

Santos et al. (2018) avaliaram a producdo e caracterizacdo de um
biossurfactante produzido por Streptomyces sp. DPUA 1559 isolado da regido
amazonica e verificou durante a cinética de crescimento do microrganismo que
a fase exponencial ocorreu nas primeiras 24h e que o inicio da fase estacionaria

e a producéo de biossurfactante ocorreram apos 48h.

Durante a cinética de crescimento também foi avaliada a bioatividade do
extrato bruto fresco produzido durante o cultivo de Streptomyces spp. (Figura 6).
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Cinética de crescimento e Bioatividade

Bioativiadde

Log UFC.mL™1
N w H (0] (o)} ~N [00]

=

o

0O 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 104 112 120
Tempo (horas)

——-Log UFC.mL-1  —A—Bioatividade - C. albicans

Figura 6. A bioatividade do isolado Streptomyces spp. coincidente com o final da
fase exponencial (40h) e inicio da fase estacionaria (48h).

A atividade antimicrobiana do extrato de cultivo foi mensurada pelo
método de difusdo em agar, contra os microrganismos indicadores C. albicans,
E. coli e S. aureus. O gréfico aponta o inicio da producdo de substancias
bioativas a partir de 40h de cultivo, apresentando um halo de inibicdo com média
de 7,33 mm para C. albicans (Figura 7), porém, nao foi verificada atividade contra

E. coli e S. aureus durante as 120 horas de cultivo.
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Figura 7. Avaliacdo da bioatividade do extrato bruto de Streptomyces spp. contra
C. albicans. (A) inicio da atividade ap6s 40 horas de cultivo e (B) final da
bioatividade ap6s 72 horas. Os circulos destacam os halos que caracterizam a

bioatividade.

5.5 Co-cultivo e avaliac&o do extrato bruto fresco

O co-cultivo do Streptomyces spp. com C. albicans iniciou a producédo de
substancias bioativas em 24 horas, ou seja, antecipadamente ao cultivo axénico,
no qual a bioatividade teve inicio em 40 horas. O pico de producdo de
substancias ocorreu em 72 horas, com formacéo de halo de inibicdo de 12,6 mm
(Figura 8). Portanto, 5,3 mm maior do que o diametro do maior halo de inibicdo

do cultivo axénico (7,3mm, 40 horas).

47



Figura 8. Co-cultivo de Streptomyces spp. com C. albicans. (A) inicio da atividade
apos 24h, (B) atividade apds 48h e (C) pico de atividade apés 72h de co-cultivo.
Os circulos destacam os halos que caracterizam a bioatividade.

Além disso, o0 actinomiceto apresentou atividade inibitria contra S. aureus
em 48 horas com formagéao de halo de inibigdo de 10,1mm e 5,5mm em 72 horas,

atividade, esta, ndo apresentada no cultivo regular (Figura 9).

Figura 9. Bioatividade do extrato produzido a partir do co-cultivo de Strptomyces
spp. com S. aureus. (A) observa-se o inicio da atividade a partir de 42 horas (B)
menor bioatividade apds 72 horas de cultivo. Os circulos destacam os halos que

caracterizam a bioatividade.
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No co-cultivo com E. coli, assim como no cultivo axénico, ndo houve

producdo de substancias inibitérias em até 72 horas de cultivo.

A Figura 10 apresenta a bioatividade dos extratos do co-cultivo a cada 24

horas.
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Figura 10. Grafico de bioatividade do co-cultivo de Streptomyces spp. com

microrganismos indicadores, E. coli, S. aureus e C. albicans a cada 24 horas.

Haque et al. (2015), em estudo sobre modulacdo de atividade
antibacteriana de actinomicetos marinhos em co-cultivo com bactérias
patogénicas observaram o aumento da atividade antibacteriana contra E. coli e
S. aureus, em trés dos quatro co-cultivos testados, sendo que um dos isolados
teve um aumento de 100% da atividade inibitéria contra S. aureus. No presente
trabalho verificou-se a producdo de substancias bioativas contra S. aureus,
somente durante o co-cultivo, o que indica que a presenca do patogéno no meio
de cultura durante o cultivo do endofitico pode influenciar diretamente na

producado de substancias bioativas.
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Apesar de inumeros esforcos para descobrir novos produtos bioativos
produzidos por microrganismos, diversos compostos conhecidos sé&o
frequentemente reisolados. Neste sentido, Park et al. (2017) avaliaram a
estratégia do co-cultivo de microrganismos para facilitar a descoberta de novos
compostos bioativos. Um novo policetideo glicosideo, denominado acido
gordébnico, foi isolado da cultura mista de duas bactérias Gram-positivas,
Gordonia sp. e Streptomyces tendae, sendo que a molécula demostrou atividade

antimicrobiana contra Micrococcus luteus e Enterococcus hirae.

Sung et al. (2017) realizaram co-cultivo de Streptomyces sp., isolado de
ambiente marinho, com 0s microrganismos potencialmente patogénicos S.
aureus (MSSA), S. aureus (MRSA), Bacillus subitilis e Pseudomonas aeruginosa
e obtiveram o0 aumento da producéo de antimicrobianos em todos os co-cultivos.
Estes resultados validam o emprego do co-cultivo como uma o6tima estratégia

para isolamento e descoberta de novos compostos bioativos.

5.6 Ensaio de Microdiluicao

Os resultados dos ensaios de microdiluicdo das concentragdes do extrato
bruto liofilizado de Streptomyces spp., foram representados em graficos de

inibicdo do crescimento microbiano.

A figura 11 mostra que todas as concentracdes utilizadas nesse estudo

foram capazes de inibir o crescimento de C. albicans.
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Figura 11. Porcentagem de inibigdo do crescimento de C. albicans em diferentes

concentracfes do extrato liofilizado.

A figura 11 demonstra que na concentragdo de 10 mg.mL*! a taxa de
inibicdo do microrganismo foi superior a 90%, enquanto as concentracdes de 8
e 6 mg.L ' as taxas foram de 89 e 86%, respectivamente, a 4 mg.mL* houve uma
inibicdo de 76%, por fim a concentracdo de 2 mg.mL inibiu o crescimento de

56% dos microrganismos.

Choi et al. (2012) verificaram que o extrato bruto em acetato de etila de
Streptomyces sp. BCNU 1001, isolado do solo de uma regido da Coréia

apresentou concentracgéo inibitéria minima de 125 ug.mL™2.

A baixa concentracao utilizada pelos autores comparada aos valores
testados no presente estudo pode estar relacionada ao fato desse extrato estar
particionado, o que leva a eliminacdo de residuos e consequentemente ao

aumento da concentracdo dos metabdlitos bioativos.
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Assim, os valores obtidos no ensaio microdiluicdo com extrato bruto
liofilizado s&o bastante promissores e novos estudos serdo conduzidos a fim de
purificar e identificar o composto com o objetivo de potencializar sua bioatividade

antifungica.
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5.7 Avaliacao do extrato bruto contra a forma promastigota de Leishmania

infantum chagasi

A figura 12 apresenta a porcentagem de viabilidade celular de L. infantum
chagasi quando testada com concentracdes que variaram de 10 mg.mLta 1

mg.mL* apds 24h de incubacéo.
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Figura 12. Grafico de porcentagem da viabilidade celular em funcdo das
concentracfes do extrato liofilizado obtido a partir de Streptomyces spp. contra

a forma promastigota de L. Infantum apo6s 24 horas.

Os resultados demonstraram que o extrato apresentou viabilidade celular
inferior a 10% na concentracdo de 10 mg.mL* e 15% na concentracdo de

5mg.mL.

A figura 13 apresenta a porcentagem de viabilidade celular de L. infantum
chagasi quando testada com concentracdes que variaram de 10 mg.mLta 1

mg.mL* apés 48h de incubacéo.
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Figura 13. Porcentagem de viabilidade celular em funcdo das concentracdes do
extrato liofilizado obtido a partir de Streptomyces spp contra a forma

promastigota de L. Infantum apos 48 horas.

Os resultados demonstraram que 0 extrato apresentou atividade sobre a
viabilidade celular de 26% na concentracdo de 10 mg.mL! e 38% na
concentragdo de 5mg.mL*2.

Paula-Junior et al. (2006) testaram extrato etandlico produzido a partir de
folhas de C. brasiliense sobre a forma amastigota de L. amazonesis, obtendo
efeito leishmanicida sobre as mesmas, o qual foi significativamente superior aos

efeitos de Glucantime, farmaco comercial utilizado no tratamento.

O extrato bruto liofilizado obtido a partir de Streptomyces spp. isolado da
rizosfera associada ao pequizeiro produziu efeito leishmanicida sobre formas
promastigotas de L. infantum chagasi. Ndo foram encontrados dados sobre
metabolitos secundarios de actinobactérias contra Leishmania spp., o que

demonstrou a importancia desse estudo.
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6 CONCLUSOES

Foram isolados 42 bactérias endofiticas de C. brasiliense, sendo duas
provenientes da folha, 17 de ramos e 23 da rizosfera, de onde foi isolada uma
bactéria identificada como Streptomyces spp.

A avaliacdo da atividade enzimatica demonstrou que 33,3% dos isolados
apresentaram resultado positivo para amilase, 50,5% para celulase, 28,6%
para protease, 28,6% para lipase e 9,5% para esterase.

Os resultados da triagem de atividade antimicrobiana realizada por meio do
teste do bloco de gelose demonstrou que 6 isolados foram capazes de inibir o
crescimento de S. aureus, enquanto apenas 0 actinomiceto promoveu a

inibicdo do crescimento de C. albicans.

Esses resultados sugerem que C. brasiliense € uma fonte promissora para
o isolamento de microrganismos endofiticos e consequentemente de

metabdlitos secundarios.

A andlise da bioatividade do extrato bruto produzido pelo Streptomyces
Spp. apresentou resultado positivo para a inibicdo de C. albicans a partir de 40

horas de cultivo mantendo até 72 horas.

A producao de extrato bruto por meio de Co-cultivo do isolado endofitico
Streptomyces spp. com microrganismos potencialmente patogénicos
demonstrou um aumento de 50% na atividade contra C. albicans, além da
inibicdo ter se iniciado antecipadamente com 24 horas, quando comparado ao

cultivo axénico.

No co-cultivo com S. aureus o isolado de Streptomyces spp. passou a
apresentar atividade contra esse potencial patdgeno em 48 horas, atividade,
esta, que néo foi identificada anteriormente nos testes preliminarese no cultivo
axénico.

O ensaio de microdiluicdo para avaliacao da bioatividade do extrato bruto
liofilizado produzido por Streptomyces spp. Demonstrou taxas de inibicdo de

crescimento superior a 90% em 10 mg.mL*e 56% a 2 mg.mL™2.
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Obteve-se também resultados promissores na avaliacdo da atividade
leishmanicida do extrato bruto liofilizado, com taxa de morte celular na

concentracédo de 10 mg.mL* 93% em 24 horas e 73% em 48 horas.

Assim, os dados sugerem que esse extrato possui atividade antibacteriana

e leishmanicida.
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Anexo A: Avaliacdo da atividade enzimética de todos os isolados endofiticos de
C. brasiliense. (+) Presenca de atividade, (-) auséncia de atividade enzimatica.
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