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i. Resumo

Os microrganismos, como 0s pertencentes ao grupo dos Penicillium, Bacillus, Paenibacillus,
representam uma fonte importante para producdo de metabdlitos bioativos com diversas aplicaces. A
producdo destas substancias esta diretamente relacionada ao cultivo em meios de cultura assim como
as fontes de carbono e nitrogénio disponiveis, condi¢cdes de pH, temperatura e trocas gasosas. Dentre
0S grupos microbianos que mais se destacam nas pesquisas para producdo de diversos metabdlitos
encontram-se os fungos e bactérias que habitam o interior de plantas, os microrganismos endofiticos.
Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar microrganismos endofiticos
do cerrado a partir de folhas de quatro espécies de Tabebuia spp. e um exemplar de Hymenaea
courbaril e estudar a producdo de metabolitos de interesse biotecnoldgico das linhagens encontradas.
As atividades microbianas estudadas foram: capacidade antibiotica contra bactérias Gram positivas e
Gram negativas, atividade antiflngica, resisténcia a antibidticos, producdo enzimatica, atividade
antitumoral e producdo de pigmentos. Os microrganismos que se destacaram devido a producéo de
antibidticos, citotoxicidade contra células tumorais e producdo de pigmentos foram selecionados e
cultivadas em maior escala objetivando o melhoramento da producdo do metabolito escolhido por
testes  bioguiados.  Selecionou-se  Paenibacillus  terrae e  Penicillium  complexo
minioluteum/Talaromyces complexo minioluteus. O P. terrae mostrou-se produtor de metaboélitos
bioativos contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos leveduriformes, além da inédita
atividade citotoxica contra células HTC, SF295 e OVCARS. Esta bactéria apresentou também inédita
atividade anti-Leishimania, atuando contra a forma promastigota do parasita. O fungo produziu
pigmento de coloragdo vermelha em grande quantidade e foi selecionado devido a auséncia de
atividade citotoxica, antifungica e antibacteriana. Ambos microrganismos selecionados demonstraram
potencial de aplicagdes biotecnolégicas e industriais, sugerindo a viabilidade promissora da

continuidade dos trabalhos desenvolvidos.

Palavras Chave: Microrganismos Endofiticos, Metabdlitos Bioativos, Microdiversidade,

Citotoxicidade, Cerrado.



ii. Abstract

Microorganisms, such as those belonging to the groups of Penicillium, Bacillus, Paenibacillus,
represent represent an important source for the production of bioactive metabolites with varied
applications. The production of these substances is directly related to the culture media, as well as the
available carbon and nitrogen sources, conditions of pH, temperature and agitation (gas exchange).
Among the microbial groups most studied about the production of various interest metabolites are the
fungi and bacteria that inhabit the interior of plants, the endophytics. Thus, the present study aimed to
isolate and identify endophytics microorganisms from leaves of four species of Tabebuia spp. and
Hymenaea courbaril and study the production of interest metabolites by the lineages found. The
microbial activities were studied: antibiotic capability against Gram positive and Gram negative
bacteria, antifungal, antibiotic resistance, enzyme production, antitumor activity and pigment
production. Microorganisms that stood out due to production of antibiotics, cytotoxicity against tumor
cells and pigment production. This study selected microorganisms based on their most relevant
production, in this case, it was the antibiotics production, pigments production and cytotoxicity, they
were cultured in larger scale aiming at the improvement of the production of metabolite chosen
according to the results. The selected microorganisms were a bacterium identified as Paenibacillus
terrae and a fungus identified as Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus complex. The P.
terrae proved producing bioactive metabolites against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Candida albicans, in addition to novel cytotoxic activity against HTC, and OVCAR8 SF295 tumor
cells. This bacterium also showed unprecedented anti-Leishimania activity, acting against the
promastigote form of the parasite. The isolated fungus proved producing a red pigment, in large
quantities without cytotoxic, antifungal or antibacterial activity, favoring its industrials applications.
Both selected microorganisms demonstrated potential for biotechnological and industrial applications,

suggesting the viability of promising continuity of the work performed.

Keywords: Endophytic Microorganisms, Bioactive Metabolites, Microdiversidade,

Cytotoxicity, Cerrado.



1 Introducéo

O Cerrado é um dos grandes biomas brasileiros, originalmente relatado com
aproximadamente 2 milhdes de Km?, alcancando desde as proximidades da floresta amazonica
até o Estado do Parana, ocupa grande parte do territorio nacional e ocorre também em outros
paises vizinhos, como a Bolivia, Paraguai e Venezuela. As temperaturas nesse bioma variam de
22-27°C e o periodo de chuvas ocorre na primavera e no verdo. A literatura relata duas grandes
regides de divisdo desse importante ecossistema, sendo a area de mais elevada concentracdo
vegetal conhecida como nuclear e a porcdo periférica tem por caracteristica a presenca de
pequenas areas dispersas (DIAS, LUZIA E JORGE, 2013).

Segundo RIBEIRO e WALTER (1998), essa grande area sofre varias influencias que
afeta as fisionomias da vegetacdo nativa, entre essas influéncias se encontra a acao do fogo. As
pressdes seletivas favorecem espécies relatadas como medicinais, mas que estdo se perdendo pela
falta de técnicas de manejo sustentavel e estudos das propriedades das mesmas (SILVA, 2005).

Entre as espécies arbOreas mais encontradas neste bioma estdo relatadas as Qualea
grandiflora, Eriotheca pubescens, Caryocar brasiliense, Byrsonima coccolobaefolia, Myrsine
guianensis, Qualea parviflora, Dalbergia miscolobium, Stryphnodendron adstringens,
Plathymenia reticulata e Lafoensia pacari (NERI e colaboradores, 2007) Hymenaea courbaril e
Tabeuia sp, sendo as duas Ultimas as espécies fonte dos microrganismos estudados nesse
trabalho.

Hymenaea courbaril é uma arvore que pertence ao género Hymenaea que inclui quatorze
espécies, de regides tropicais, com alta qualidade da madeira. E popularmente conhecido Jatobé é
tradicionalmente empregada na medicina popular devido a presenca de taninos em sua casca
(BEZERRA e colaboradores, 2013), com efeitos relatados de seu extrato de casca e folhas de
acdo antioxidante, antisséptico, expectorante, laxante, estimulante e tonico. Estudos académicos
VEGGI e colaboradores (2014) com extratos vegetais dessa espécie demonstram potencial de
acao inibitoria de Staphylococcus aureus metaciclina-resistente, com efeito aprimorado quando
combinado com extratos de outra arvore tipica do bioma do Cerrado a Stryphnodendron
adstringens (ALEIXO e colaboradores, 2013).

Existem cerca de 30 espécies conhecidas de Tabebuia, essas arvores podem atingir 20

metros de altura. Sdo frutiferas e seus frutos, assim como sua casca possuem valor na medicina
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popular. Os frutos sdo também utilizados para alimentacdo, sendo bastante ricos em fibras
(DIAS, LUZIA e JORGE, 2013).

As especies de Tabebuia sp. sdo popularmente conhecidas como ipés, estes podem ser
considerados, juntamente com o pau-brasil, simbolos nacionais. Sdo arvores amplamente
utilizadas como plantas ornamentais urbanas e correm risco de extin¢do devido ao extrativismo
madeireiro. Arvores de porte alto, raizes profundas e casca grossa originarias do cerrado,
contando com trés principais coloracOes de floragdo amarela, branca e roxa.

Os extratos vegetais possuem aplicacdo além da conhecida pela medicina popular (uso de
chés e infusdes). Alguns estudos abrangem o uso desses extratos para o tratamento de doencas
como a doenca de chagas que atinge mais de 18 milhdes de pessoas na América Latina. O
Lapachol é uma substancia pertencente as naftoquinonas, encontrada nas arvores da familia das
Bignoniaceas e esta relacionado a estudos no combate ao Schistosoma mansoni e Trypanosoma
cruzi e é extraida da madeira de ipés (MOURA e colaboradores, 2001).

MAHMOUD e colaboradores (2011), testaram 65 extratos de plantas entre elas a
Tabebuia heptaphylla, da qual o extrato da casca é usado contra cancro, como um depurativo
para o estbmago, e com efeito bactericida. Todas as espécies analisadas apresentaram atividade
citotoxica. Ja existem estudos realizados com lapachol e B-lapachona com importante atividade
antitumoral in vitro, j& com testes clinicos pela NCI (EUA).

Outro ipé estudado no combate ao cancer € o ipé roxo. Algumas substancias presentes nos
extratos gerados de partes de ipé roxo possuem atividade citotoxica, apesar de nao ser observado
um efeito preventivo quanto ao cancer induzido em cobaias (HIGAI e colaboradores, 2011).

Uma vez que algumas propriedades e substancias bioativas encontradas nas plantas séo
relatadas na literatura também sendo apresentadas por microrganismos e muitos microrganismos
encontram-se associados a plantas, o isolamento dos microrganismos que habitam caules e folhas
pode acarretar em um melhoramento da eficiéncia de uso da bioatividade presente nos extratos
vegetais.

Algumas linhagens de microrganismos destacam-se quanto as capacidades de producao
de substancias de interesse biotecnolégico. Linhagens bacterianas como Bacillus sp. e
Paenibacillus sp, assim como linhagens fangicas Penicillium sp. sdo relatadas na literatura como

produtoras de grandes variedades de substancias.
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A exemplo, destaca-se o género Bacillus, este grupo bacteriano possui importancia na
alimentacdo humana devido a caracteristicas de resisténcia e capacidade de esporulacdo que
conferem extrema tolerancia a variagGes térmicas, especialmente as com caracteristicas utilizadas
nas industrias de laticinios (CORDEIRO e colaboradores. 2006). JONGHE e colaboradores
(2010) citam essas bactérias como alguns dos principais contaminantes da indUstria produtoras de
leite, uma vez que sdo formadoras de esporos e resistente a processos como a pasteurizagao.

O grupo dos Paenibacillus, anteriormente classificado como pertencente aos Bacillus, é
conhecido como produtor de diversos metabdlitos bioativos, sendo que diversas espécies sdo
relatadas com capacidade de producdo de moléculas de acdo antibacteriana e até antifungicos
(LORENTZ e colaboradores, 2006). LOHANS e colaboradores (2014) obtiveram atividade de
Paenibacillus contra a bactéria Campilobacter jejuni, enquanto WU e colaboradores (2011)
observou a capacidade de microrganismos pertencentes aos Paenibacillus com potencial de
inibicdo de Staphylococcus resistentes a metaciclinas. Além da capacidade de producdo de
bioativos, algumas espécies sdo capazes de produzir enzimas de interesse. LIANG e
colaboradores (2014), descreve o P. terrae como bom produtor de enzimas aplicaveis para
degradacdo do complexo celulésico, como as carboximetil celulase (CMCases).

Desde a descoberta de Alexander Fleming os fungos pertencentes ao género Penicillium
sdo comumente associados a producdo de antibi6ticos como a penicilina. Porém esse grupo de
microrganismos também é descrito como produtor de pigmentos de interesse biotecnoldgico que,
uma vez que atendam as caracteristicas desejadas, podem ser utilizados nas inddstrias téxteis, de
alimentos, racdo animal ou mesmo na coloracdo de alimentos humanos, a exemplo dos géneros
Monascus e Penicillium (ARAI e colaboradores, 2013).

Dessa maneira, 0S microrganismos representam uma fonte importante para producéo de
metabdlitos bioativos com diversas aplicagGes. A produgdo destas substancias estd diretamente
relacionada aos meios de cultura associados as fontes de carbono e nitrogénio disponiveis, assim
como condi¢cbes como pH, temperatura e agitacdo que influenciam diretamente reagdes
metabolicas e nas trocas gasosas (ROMANO, 2009).

Saliente-se que poucos relatos foram encontrados na literatura estudos sobre o
isolamento de microrganismos endofiticos de Tabebuia spp. e de Hymenaea courbaril, ndo foram
encontrados também, nas fontes pesquisadas, trabalhos de bactérias isoladas de folhas destas

arvores.
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Desta forma o presente trabalho objetivou isolar, identificar e estudar microrganismos
endofiticos isolados de folhas de Tabebuia spp. e Hymenaea courbaril com potencial produtor de
metabdlitos de interesse biotecnoldgico como a producdo de substancias com agdo antibidtica,
antifingica, antiparasitaria, de resisténcia a antibidticos e capacidade anti-p-lactamasica,

producdo de enzimas de interesse industrial.

2 Justificativa

Observa-se em todos os setores industriais a necessidade do desenvolvimento tecnolégico
visando o aprimoramento e a otimizacdo de processos, assim como novas fontes de matéria
prima. A microbiologia destaca-se atendendo todos esses quesitos para pesquisas e aplicacoes.
Dentre as possibilidades desta ciéncia encontram-se 0s microrganismos endofiticos, muitas vezes
relacionados a plantas ja conhecidas por capacidades bioativas de seus extratos, podendo essas
bioatividade estarem associadas a acdo dos microrganismos, sendo esses fungos e bactérias,
alternativas viaveis para aumento de producdo de moléculas de interesse e até mesmo fontes de

novas moléculas bioativas.

1. Os microrganismos e seus metabdlitos, como algumas enzimas, sdo hoje uma das
alternativas mais vidveis para aceleracdo e viabilizacdo de processos, tornando-os
mais eficientes em termos de energia, matéria prima e tempo de processo e
consequentemente mais sustentaveis.

2. E crescente o nimero de pesquisas que buscam novos farmacos devido a resisténcia
bacteriana e dificuldades como a toxicidade de medicamentos para o paciente.

3. Pigmentos produzidos por microrganismos possuem diversas aplicacgdes, entre elas as
industrias farmacéuticas, de alimentos e téxteis, com alto valor agregado, uma vez que
se enquadram entre 0s produtos naturais.

4. Os microrganismos endofiticos muitas vezes sdo responsaveis pela relatada acdo do
extrato proveniente de certas plantas.

5. O Brasil possui a mais rica biodiversidade do mundo e esta fonte de bioprodutos ainda

pode ser melhor e mais amplamente estudada.
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3 Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo geral realizar o isolamento e identificagdo de
microrganismos endofiticos provenientes de plantas do Cerrado situado na regido da
cidade de Séo Carlos/SP, e detectar a producdo de metabolitos que possam ter interesse

biotecnolodgico a partir dos isolados.

3.2 Objetivos Especificos

1. Realizar o screenig de microrganismos endofiticos presentes nas folhas de quatro
espécies de Tabebuia spp. e um exemplar de Hymenaea courbaril, e identificar os
isolados das folhas das arvores do Cerrado por testes bioguiados.

2. Avaliar o potencial antibiotico (Gram positivo e negativo), antifingico, antitumoral,
antiparasitario, resisténcia a antibioticos e producdo de outras substancias bioativas,
bem como atividade citotdxica, producéo enzimatica e de pigmentos pelas linhagens
isoladas.

3. Selecionar os produtores de maior interesse levando em consideracdo o ineditismo,
baseado nos relatos da literatura, a quantidade e a variedade de acdo das substancias
produzidas, e avaliar o processo de produ¢do, com observacgdo dos dados cinéticos em
cultivos em mesa incubadora rotativa.

4. Realizar a identificacdo e a elucidagdo das moléculas responsaveis pelas atividades

selecionadas.
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4 Revisdo Bibliogréafica

A resisténcia microbiana € um sério problema que leva a complicacdes de tratamentos de
doencas e a falta de medicamentos eficazes, tornando cada vez mais frequente a necessidade de
substituir fArmacos por outros cada vez mais potentes e efetivos.

Segundo SADANANDA e colaboradores (2011) a resisténcia humana a drogas também é
um problema quanto ao tratamento do cancer, fazendo necessario 0 uso de drogas mais potentes,
porém com maior especificidade quanto a acdo, desta maneira com niveis de toxicidade
toleraveis para o paciente.

A busca por novos compostos bioativos se estende desde a sintese quimica até o estudo
dos metabolitos de invertebrados como esponjas do mar, extratos de plantas e moléculas
provenientes de organismos microbioldgicos.

Grande parte das substancias com propriedades farmacoldgicas sdo de origem natural.
Mesmo compostos produzidos por sintese quimica tendem a se basear na a¢do de produtos
naturais ja conhecidos, provenientes principalmente de fungos e bactérias. Desta maneira, a
microbiologia mostra-se uma fonte a ser explorada para a busca e descobertas de novos
compostos.

Bactérias e fungos estdo presentes em praticamente todos os ambientes do planeta, além
de desenvolverem relacbes de parasitismo ou simbiose com animais, habitando seus corpos
interna e externamente e, até mesmo, em maior nimero que as células do hospedeiro. Existem
também microrganismos associados a plantas, vivendo externamente, chamados de
microrganismos epifiticos, e mesmo internamente nas sementes, raizes, caules e folhas, inter ou
intracelularmente, sem causar dano aparente as plantas, sendo denominados como
microrganismos endofiticos.

Alguns microrganismos associados a partes das plantas sdo estudados por seu efeito no
desenvolvimento das espécies. BOTELHO, MORAES e MENTEN (2007) relatam a incidéncia
de fungos em sementes sem demonstrar resultados que sugerissem que os fungos encontrados
afetassem as plantas negativamente.

RODRIGUES (2010) refere-se aos endofiticos como microrganismos associados a plantas

de maneira ndo danosa, que foram descritos pela primeira vez por Bary em 1866, porém
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comecaram a ser realmente estudados apds a constatagdo das interagcdes simbidticas com as
plantas hospedeiras. Em seu estudo, RODRIGUES (2010) isolou 97 fungos endofiticos, sendo 37
das folhas e 60 das raizes, mas ndo estudou a atividade bioldgica dos isolados, apesar de ressaltar
a importancia desse estudo.

O Brasil representa cerca de 20% de toda a flora mundial, atingindo mais de 40.000
espécies de plantas nativas. O cerrado é um dos mais ricos biomas brasileiros em termos de
biodiversidade de espécies e o segundo maior bioma do pais, contando com uma area de
aproximadamente 2.036.448 quildmetros quadrados (DIAS, LUZIA e JORGE, 2013). E superado
em termos de espaco fisico apenas pela Floresta Amazo6nica. Este territorio predominante de
savana conta com enorme variedade de plantas associadas a medicina popular (RATTER e
colaboradores (2006) e RATTER, RIBEIRO e BRIDGEWATER, 1997).

Ressalta-se que o territorio brasileiro ndo conta apenas com uma vasta biodiversidade,
mas inserida nessa grande variedade de espécies existe o potencial pouco explorado e
subutilizado dessa diversidade biolégica. Tendo em vista esse fato, observa-se que,
medicamentos fitoterapicos sdo aceitos ndo s6 pela medicina popular, mas também por indUstrias
farmacéuticas, demonstrando além dos beneficios a salde humana, um grande valor econémico
agregado (VEGGI e colaboradores, 2014).

Como exemplo de espécies com potencial de aplicabilidade a literatura cita a Hymenaea
courbaril. Essa espécie arbdrea pertencente a familia Fabaceae pode atingir 20 metros de altura e
conta com cerca de 14 espécies, sendo que nove delas sdo encontradas em territorio brasileiro. A
maioria das espécies possui valor econémico devido a qualidade da madeira e frutas comestiveis.
Por nomenclatura popular esta arvore é conhecida como jatoba e é tipica da regido do Cerrado. A
casca do jatoba tem sido empregada na medicina popular, havendo relatos de propriedades e
aplicacdo como antioxidantes, antisséptico, expectorante, laxante, purgativo, sedativo,
estimulante e tdnico, utilizados também para tratamentos de diarreia, disenteria e caibras
intestinais. (BEZERRA e colaboradores, 2013 e DIAS, LUZIA e JORGE, 2013).

A literatura traz estudos que identificaram os compostos responsaveis pelas atividades dos
extratos vegetais. Entre as moléculas identificadas estdo diterpenos, sesquiterpenos, compostos
fendlicos como os flavonoides e as procianidinas que favorecem a presenga dos compostos

fenolicos além de possuir atividades biologicas proprias, e oligossacarideos, além de 5-
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lipoxigenase e policatechin. As aplicacGes desses compostos vdo de medicinais a industrias de
cosmeticos (VEGGI e colaboradores, 2014).

Além do Jatoba, outras espécies do Cerrado se destacam por seu potencial biotecnoldgico
inexplorado. O Ipé (Tabebuia sp) é, juntamente com o pau-brasil, uma arvore tida como simbolo
nacional, tido como planta ornamental, tendo essa caracteristica em especial quando florido,
também possuindo aplicagdo pela industria madeireira, tendem a atingir de 5 aos 25 metros de
altura, pode ser encontrada por grande parte do territorio nacional e desenvolve-se em diferentes
terrenos e agrupamentos florestais. O ipé pertence a familia Bignoniaceae, além das
caracteristicas citadas, algumas espécies, como o ipé amarelo (Tabebuia serratifolia) possuem
aplicacdes medicinais, devido a grandes quantidades de compostos organicos de natureza
principalmente fendlica e polifendlica, como o lapachol presente em sua casca e caule, que
apresentaram atividade bioldgica contra fungos e bactérias além de propriedades antitumorais
(DOUSSEAU e colaboradores, 2008, e SARZI e colaboradores, 2010).

Foram encontrados na literatura trabalhos que relatam atividade proveniente de extratos
de casca e folhas de ipé. FENNER e colaboradores (2006) apresentaram uma lista com 409
espécies arbdreas que possuem relatado algum potencial para tratamento de sinais e sintomas de
infeccdes fangicas. Dentre as espécies listadas neste levantamento bibliografico se encontram a
Tabebuia Chrysantha, Tabebuia Impetiginosa, Tabebuia vellosoi e Tabebuia Heptaphylla, esta
ultima destacada pelos autores como uma das mais citadas “Gteis em sinais e sintomas indicativos
de infeccBes fungicas".

OSPINA e colaboradores (2011) ressalta as plantas medicinais como uma alternativa para
o tratamento de patologias como processos inflamat6rios. Com a extracdo aquosa e metandlica
realizada com folhas de Tabebuia chrysantha foi detectado potencial inibidor da inflamacéo e
tambeém um efeito redutor da producdo de radicais livres dos extratos obtidos.

O potencial de inibicdo de extratos vegetais incluindo Tabebuia impetiginosa, contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Pseudomonas
aeruginosa, na formulacdo de um enxaguante bucal, demonstrando uma sensivel melhora na
inibicdo, principalmente contra S. aureus e B. subtilis (CORDEIRO e colaboradores, 2006). A
atividade encontrada no extrato vegetal pode estar associada a presenga de microrganismos

endofiticos.
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A literatura apresenta relatos de microrganismos endofiticos isolados de espécies de
Tabebuia sp. que apresentaram producdo de substancias com aplicacbes diversas. Porém o0s
estudos encontrados referem-se unicamente ao isolamento de fungos endofiticos e ndo foram
encontrados trabalhos referentes ao isolamento de bactérias.

SADANANDA e colaboradores (2011) realizaram o isolamento de fungos endofiticos
presentes em Tabebuia argentea e foram destacadas duas espécies de fungos identificadas como
Aspergillus niger e Alternaria alternate. Essas linhagens demonstraram capacidade de producgéo
de naphthoquinona e capacidade de inibi¢cdo microbiana para fungos e bactérias patogénicos.

Dentre os compostos extraidos de material vegetal e encontrados também em cultivos
microbianos estdo o0s pigmentos. Antes dos avancos microbiol6gicos, 0s pigmentos eram
extraidos exclusivamente de material vegetal, como o urucum e o pau brasil. Com a exigéncia de
maiores quantidades das substancias acarretado apds o marco da revolucdo industrial, ficou
evidente a necessidade de processos menos impactantes ao ambiente, abrindo espago para
producdes sintéticas e microbioldgicas, esta ultima com especial cuidado e aplicabilidade na area
industrial alimentar , uma vez que os pigmentos de origem natural possuem aspecto mais
saudavel quando comparados aos sintéticos (DALLAGO e colaboradores, 2005 e MEINICKE,
2008).

Essas moléculas, com poder de coloracdo possuem aplicabilidade em inddstrias
farmacoldgicas, alimenticias e cosméticas. Algumas linhagens flngicas sdo conhecidos
produtores dessas substancias, destacando-se devido a qualidade e quantidade dos metabdlitos de
interesse, inclusive os corantes. Entre esses microrganismos evidenciam-se os fungos do género
Monascus e Talaromyces.

Os fungos pertencentes ao género Talaromyces sdo relatados como produtores de diversas
moléculas com capacidade corante, entre elas encontram-se a monascorubina, purporidina, a
mitorubina, PP-R, ZG149a e o acido glaucandico. Essas moléculas estdo representadas na Figura
1 e possuem aplicagdo até mesmo na coloracdo de arroz para consumo humano (FRISVAD e
colaboradores, 2013).
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Figura 1: Estrutura de moléculas de pigmentos produzidas por fungos do género
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Fonte: FRISVAD e colaboradores, 2013.

O género Paenibacillus foi proposto em 1993. Anterior a este momento, essas bactérias
eram classificadas como Bacillus devido a semelhancas na morfologia (WANG e colaboradores,
2011). Dentre os locais de isolamento mais comuns dos Paenibacillus ndo patogénicos, encontra-
se 0 solo, ambiente que da nome ao Paenibacillus terrae, bactéria que é reportada como
produtora da paenicidina, antibiético de acdo contra bactérias Gram positivas, e estudos sobre a
producdo de metabdlitos com acdo anti-Campylobacter, bactéria Gram positiva causadora de
infeccbes gastrointestinais e sanguineas humanas. LOHANS e colaboradores (2014)
identificaram a producdo de paenicidina A e B, com similares espectros de inibicdo de Gram
positivos e negativos, além da caracterizacdo de tridecaptanin A, composto efetivo contra
Campilobacter jejuni, contaminante de importancia alimentar.

Algumas moléculas séo caracteristicas de um grupo de microrganismo, como por exemplo
as penicilinas produzidas pelo género Penicillium. Dentre as moléculas que a literatura relata
como de producdo caracteristica do género Paenibacillus encontra-se a paenemacrolidina, um
composto da classe das macrolidinas, com acdo antibidtica eficaz contra Staphylococcus
resistentes a metaciclinas. (WU e colaboradores, 2011).

A bactéria P. terrae é comumente relatada como produtoras de enzimas de interesse, por
exemplo as CMCases e as xilanases, enzimas estudadas para aplicacdo na producdo de
biocombustiveis e nas industrias de papel e celulose (SHIM e colaboradores, 2012, e LIANG e

colaboradores, 2014).
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As bactérias do género Paenibacillus séo conhecidas devido a producdo de metabdlitos de
interesse, além da producdo de enzimas, a literatura ressalta a capacidade de gerar metabolitos
com diversas bioatividades. Além do P. terrae isolado nesse trabalho, outras espécies também
possuem importancia biotecnoldgica como possiveis ferramentas de controle microbiologico.
Paenibacillus chibensis; P. koreensis; P. illinoiensis; P. validu; P. pabuli; P. brasilensis sdo
produtores de antibacterianos, enquanto P. peoriae é produtor de antifingicos (LORENTZ e
colaboradores, 2006).

Outros integrantes do género também sdo relatados como produtores de antibidticos
conhecidos. Destaca-se como produtor de uma variedade de substancias com poder antibiotico o
Paenibacillus polymyxa, microrganismo com diversos relatos de isolamento do solo, que dentre
0s compostos destacados como produzidos por ele, encontram-se o polymyxin A a E,
paenibacillin, jolipeptin, gavaserin, saltavalin, fusaricidin A a D e gatavalin (WU e
colaboradores, 2011).

Além das capacidades citadas de producdo de metabdlitos de interesse, a linhagem
Paenibacillus beijingensis, isolada por WANG e colaboradores (2013), demonstrou a capacidade
de facilitar a fixacdo de Nitrogénio, que é de extremo interesse para a agricultura biotecnolégica.
Ressalta-se que outros microrganismos desse mesmo género possuem essa mesma caracteristica,
como exemplo o P. polymyxa.

A busca por novos farmacos € de extrema importancia para a manutencao da qualidade de
vida humana. Uma vez que a resisténcia microbiana vem crescendo devido a selecdo de
microrganismos resistentes, promovida pelo uso indiscriminado de antibidticos. Um exemplo de
mecanismo de resisténcia é o da A bactéria Klebsiella pneumoniae. Esta bactéria pode produzir
enzimas B-lactamases (KUBOYAMA, 2009), essas enzimas podem clivar o Anel B-lactamico de
antibioticos como a penicilina.

S80 somados as das atividades descritas, como importantes moléculas de interesse
biotecnoldgico, os compostos com acdo antitumoral sdo importantes metabolitos microbianos, e
como indicio de sua producdo, ¢ verificada a capacidade antifingica, como descrito para diversos
integrantes do género Paenibacillus. Observa-se que cerca de 25% das drogas em uso para o0
tratamento do cancer séo provenientes de fontes microbioldgicas, um fator importante no uso dos
microrganismos para a producao de antitumorais é sua produtividade elevada quando comparada

a outras fontes desses compostos (GRANATO e colaboradores, 2013).
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Ainda quanto a producdo de moléculas de interesse, algumas derivadas de
microrganismos podem ser usadas para combater doencas ainda negligenciadas quanto ao
tratamento como a Leishmaniose. Macrorganismos ja& sdo relatados como produtores de
substancias inibidoras. MOURA e colaboradores (2006), identificou a capacidade da esponja
marinha Cliona varians inibir a forma promastigota do parasita Leishmania. Ressalta-se assim
como nas plantas, microrganismos associados a animais, podem ter relagdo com as bioatividade
apresentadas por eles.

Como referéncia de microrganismo associados a organismos como esponjas do mar,
SUBRAMANI e colaboradores (2013), isolou fungos do género Penicillium, isolados de esponjas
do mar provaram-se capazes de produzir citrinina composto com atividade citotoxica contra
larvas de camardo (passo da triagem realizado para verificar a viabilidade de estudos com drogas
candidatas).

Uma vez que a busca por novos farmacos e compostos de interesse humano inicia-se com
0 estudo e selecdo de linhagens, o presente trabalho objetivou o isolamento e identificacdo de
microrganismos endofiticos, devido a sua potencialidade apontada pela literatura na producéo de
inimeras biomoléculas. Foram observadas as atividades bioldgicas (antifingica, antibacteriana,
antitumoral, antiparasitaria, enzimas de interesse e pigmentos) produzidas para a selecdo dos
microrganismos de maior interesse quanto ao ineditismo da atividade pela linhagem e eficiéncia

na producdo em escala laboratorial.
5 Material e Métodos
5.1 Isolamento de Microrganismos Endofiticos
Foi realizada a coleta de folhas de uma espécie de Hymenaea courbaril (Figura 2),
conhecida popularmente como jatoba, e de quatro espécies de Tabebuia spp: Tabebuia aurea —

Ipé amarelo (Figura 3), Tabebuia impetiginosa— Ipé roxo (Figura 4), Tabebuia heptaphylla— Ipé

Rosa (Figura 5), Tabebuia réseo-alba — Ipé Branco (Figura 6).
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Figura 2: Representante da espécie Hymenaea courbaril, com destaque para folhas e fruto

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Jatob%C3%A1l

Figura 3: Representante da espécie Tabebuia aurea — Ipé amarelo, com destaque para folhas

e flores

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Starr 070402-6239 Tabebuia aurea.jpg
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Figura 4: Representante da espécie Tabebuia impetiginosa — Ipé roxo, com destaque para

folhas e flores

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Handroanthus impetiginosus

Figura 5: Representante da espécie Tabebuia heptaphylla— Ipé Rosa, com destaque para

folhas e flores

Fonte: http://es.wikipedia.org/wiki/Handroanthus heptaphyllus
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Fonte: https://www.flickr.com/photos/mauroguanandi/3805718724/

As folhas foram armazenadas em sacos de coleta proprios para material vegetal. O
material foi obtido no Parque Eco Esportivo Damha, localizado na Rodovia SP 318, Km 234,
cidade de Séo Carlos, Sdo Paulo. As folhas foram coletadas em 15 de marco de 2015, em latitude
21° 57 02.20” S e longitude 047° 53° 51.42” W. A coleta do material vegetal foi devidamente
autorizada (Anexo ).

Foram utilizadas 25 gramas de amostra de folhas de cada arvore. Previamente aos
procedimentos para o isolamento, foi realizada a lavagem do material com bucha e sabdo para
reducdo da populacéo epifitica. A desinfeccdo das folhas seguiu-se com a submersdo das folhas
em alcool 70%v/v por 1 min., hipoclorito de sédio 2% m/v por 6 minutos, alcool 70% v/v por 30
segundos e lavagem com &gua destilada esterilizada. Foram retiradas e plaqueadas aliquotas da
agua utilizada nesta ultima lavagem para avaliar a eliminacdo da populacéo epifitica (PIZA,
HOKKA e SOUSA, 2015).

Apos esse processo de remocdo da populacdo epifitica, as folhas tratadas foram picotadas

e maceradas com a ajuda de pingas, pildo e cadinho previamente esterilizados e adi¢do de 250ml
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de solucédo salina (0,85%) esterilizada. Aliquotas do caldo de folhas foram dispostas em tubos
com 10ml de &gua peptonada, para diluicdes seriais de 10, 10, 107, 10 e 10™°. Foram retirados
desses tubos 200 pl da solugdo homogeneizada e plaqueados em meio ISP2 (Becton Dickinson &
Co) para observacdo do crescimento de colonias. Ressalta-se que o meio ISP2 foi escolhido por
favorecer o crescimento de Actnomycetos, conhecidos produtores de metabolitos de interesse. As
placas foram incubadas a 28°C por 10 dias.

Apo6s 10 dias de incubacdo, as colbnias que se desenvolverem foram novamente
plaqueadas em meio ISP2, separadamente pelo método de esgotamento por estrias para obtencao

de col6nias isoladas e, consequentemente, culturas puras como ilustrado na Figura 7.

Figura 7: Procedimentos para o isolamento de microrganismos endofiticos

Etaga de Desinfeccdo da Pepulagdo Epifics

Lirvngem des
28g da Amestra Vegetal Amostisy

Acosl T0% Mmlam; d; Sadis 3% Agsa am Maceragao das Amostras
Semin 10 min Estenl

Diuigdes Decimais

(Ul LU (G [ o (1

. -

Issiaments por Extrise Incubagio 26°C por 10 Das Plaguesmanto

Fonte: Autor

5.2 Identificagéo dos Isolados

Foi realizada a identificacdo das linhagens isoladas utilizando métodos de identificacéo
fenotipicos, baseados nas caracteristicas macro e microscépicas e genotipicos, baseados na
comparacédo da regido 16sRNA.
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5.2.1 Caracterizacao Fenotipica e Morfologica

As cepas foram caracterizadas através de analises de caracteristicas morfoldgicas (exame
microscopico dos esporos e micélio e coloracdo de Gram), macroscopicas (coloracdo e aspectos
das colbnias) e fisioldgicas indicadas pela formacdo de pigmentos, producdo enzimatica e de

metabolitos bioativos de acordo com FISHER e colaboradores (2003).

5.2.2 Analises Morfotintoriais e Genotipicas

As col6nias de todas as linhagens foram observadas quanto a forma, tamanho, coloracao,
producdo de pigmentos, resultados da aplicacdo da técnica de coloracdo de Gram, além da
producdo de metabdlitos caracteristicos de determinadas linhagens para que pudesse ser realizada
a identificacdo dos microrganismos.

Para maior confiabilidade na identificacdao dos isolados, além do uso de microscopia e das
analises morfoldgicas das col6nias, foi realizada a identificacdo através do sequenciamento da
regido 16S rRNA, para esse fim foram utilizados primers especificos para 0 material genético

bacteriano.

5.2.3 Extracdes do DNA

Para possibilitar a extracdo do material genético bacteriano, 0s microrganismos foram
cultivados em placa de Petri com o meio ISP2 &gar em cultivo overnight (18 horas). Apés o
crescimento das linhagens, foram coletadas amostras de col6nias isoladas de cada microrganismo
em seguida depositando-se a amostra coletada em tubos conicos de 50 ml contendo 5ml de meio
ISP2 liquido, os tubos foram incubados por 24 horas a 28 °C e 200 rpm.

Para comparacdo das identificacbes genotipicas nos bancos de dados de referéncia, foi
realizada a amplificacdo do material genético de cada uma das linhagens. Para realizar a extracéo
do DNA bacteriano, foi utilizado o kit Metagenomic DNA from Environmental Water Samples
(Epicentre, WI, USA). A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose
1% m/iv. A quantificacdo foi realizada no equipamento NanoDrop® ND-1000 (Thermo
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Scientific, DE, USA), no Departamento de Genética da UFSCar, no laboratorio do professor

Flavio Henrique da Silva.

5.2.4 Amplificacdo da Regido 16S RNA

A amplificacdo da regido 16S rRNA foi realizada com a utilizacdo da técnica de PCR.
Primeiramente foi realizado o sequenciamento sem o processo de extracdo do DNA. A anélise foi
realizada com aproximadamente 25ng de DNA molde, 200uM de cada dNTP, 1,25 unidade de
Taqg DNA polimerase; 1,5 mM de MgCL,; Tampdo para PCR 1x; 10 pmol de cada
oligonucleotideo e agua esterilizada para completar um volume final de 25 pl.

Foi utilizado o termociclador PTC-100 (“MJ Research, INc”), utilizando 1 ciclo de 5
minutos a 94 °C para o processo de deshaturacdo, 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto, para extensao,
50 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos para amplificacdo. Apos esses processos foi mantida
uma etapa final de 72 °C por 20 minutos.

Foi realizada a analise do material genético amplificado através de eletroforese em gel de
agarose 1% m/v, e visualizacdo sob luz UV ap6s coloracdo com brometo de etidio. As bandas
com o tamanho esperado (~1500 pb) foram cortadas do gel e purificadas com o kit “Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA, MADISON, WI)”, seguindo as orientagdes do
fabricante. As bandas tratadas foram analisadas em gel de agarose 1% m/v e mensuradas em
Nanodrop.

Os primers especificos utilizados para amplificar a regido 16S rRNA, com o intuito de
identificar taxonomicamente as espécies foram o 27F - 5° AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'
(GIOVANNONI, 1991) e 1492R - 5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3 (LANE, 1991),
amplificando uma regido de aproximadamente 1500 pb. O primer de sequenciamento utilizado
foi o 338F 5 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 3’ (LANE, 1991), que se estende da regido
hipervariavel V3 do 16S rRNA.

As regides amplificadas foram sequenciadas e analisadas pelo programa Blast
(Basic Local Alignment Search Tool) para comparacdo com sequéncias disponiveis e possivel
identificacdo das linhagens isoladas. Ressalta-se que mais que uma linhagem bacteriana pode ser
compativel com a mesma porcentagem de combinagdo. As analises foram realizadas no

Departamento de Genética da UFSCar, no laboratdrio do professor Flavio Henrique da Silva.
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5.3 Testes de Atividades Antimicrobianas

Para a deteccdo da capacidade de producéo de substancias com atividade antimicrobiana,
foram realizados bioensaios utilizando a metodologia de teste de sobrecamada. N&o houve
tentativa de quantificar a produgdo de substancias antimicrobianas, uma vez que este teste é

considerado qualitativo para compostos bioativos de acordo com ROSADO e SELDIN (1993).

5.3.1 Teste de Atividade Antibacteriana

Coldnias de cada um dos microrganismos isolados foram diluidas em solucéo salina
(0,85%), e trés aliquotas de 10ul foram transferidas para a superficie de placas contendo meio
Agar I1SP2. Estas placas foram incubadas por 5 dias & 28 °C. Ap6s o crescimento das coldnias,
1mL de cloroférmio foi adicionado na superficie interna da tampa de cada placa para inativagdo
microbiana, com 20 min de tempo de exposi¢do com as placas fechadas. Posteriormente, mais 30
minutos foram utilizados com as placas semiabertas, para eliminacdo dos residuos de
cloroférmio.

Foram utilizados como microrganismos indicadores Staphylococcus aureus ATCC
25922e Escherichia coli ATCC-25923, reativados em caldo BHI (“Brain Heart Infusion™) por
24h e 200l foram transferidos para tubos contendo 10ml de meio BHI semissolido (agar [ ]
0,3%). As solucdes preparadas foram vertidas na superficie de placas contendo o endofitico
inativado. As placas foram incubadas (37 °C por 24 horas) para verificar a presenca ou auséncia
de halos de inibicdo (PIZA, HOKKA e SOUSA, 2015).

5.3.2 Teste de Atividade Antiflingica

Os procedimentos utilizados para observacdo da producdo de substancias com agéo
antifungica foram os mesmos procedimentos realizados nos testes para deteccdo de producédo de
substancias com acdo antibacteriana. Foi utilizado como microrganismo indicador o fungo
leveduriforme Candida albicans ATCC 10231, reativados em caldo “Brain Heart Infusion”

(BHI) por 24h a 37 °C. Apo6s o crescimento a levedura foi inoculada (200ul) em 10ml de meio
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BHI semissélido (dgar em [ ] de 0,3%). O meio BHI inoculado foi homogeneizado e depositado
na superficie da placa contendo cada um dos microrganismos teste inativados. As placas foram
incubadas a 37 °C por 48h e foi observada a formagdo de halos indicativos da capacidade de
inibicdo (PIZA, HOKKA e SOUSA, 2015).

5.4 Analise da Produc&o de Acido Clavulanico

Para verificar a producdo de substancias com acdo anti-p-Lactamasica, foi utilizado o
método de Bird e colaboradores (1982), para deteccdo da producdo de é&cido clavulanico.
Amostras provenientes dos cultivos das linhagens isoladas (realizado em meio ISP2, 200rpm,
72h.) foram centrifugadas (rotacdo de 10.000 X g), filtradas (0.22 um) e analisadas em
espectrofotométrico a 311nm com prévia reacdo com uma solucdo de imidazol de 60g/L, que se

baseia na derivatizacdo do &cido clavulanico, como descreve a metodologia citada.

5.5 Avaliacdo do Perfil de Resisténcia a Antibioticos

A avaliacdo da resisténcia microbiana com linhagens selvagens de microrganismos
endofiticos foi realizada como técnica a auxiliar e complementar na identificacdo das linhagens,
devido a caracteristicas de resisténcia relatadas na literatura para algumas linhagens. O
conhecimento das capacidades de resisténcia microbiana pode contribuir para estudos da
resisténcia microbiana em linhagens selvagens localizadas longe de ambientes hospitalares, ou
seja, sem provavel contato com antibiéticos que poderiam atuar de maneira seletiva.

O perfil de resisténcia a antimicrobianos foi obtido utilizando a metodologia de BAUER-
KIRBY (BAUER e colaboradores. 1966). As bactérias isoladas foram inoculadas em meio ISP2
liquido, nas condicdes de cultivo de 28 °C, 200rpm por 24 horas. Apds esse tempo, uma amostra
de 100pl foi inoculada em meio Agar ISP2, espalhada pela placa de Petri uniformemente com o
auxilio de uma alca de Drigalski esterilizada. Em seguida foram colocados nas placas, para
antibiogramas da marca LABORCLIN®, contendo os antibi6ticos para verificar a resisténcia
microbiana. As substancias do disco antagbnicas contra bactérias Gram negativas foram:
ampicilina (AMP), cefalotina (CFO), gentamicina (GEN), eritromicina (ERI), sulfazotrim (SUT)

e vancomicina (VAN). Os antibioticos contidos no disco contra bactérias Gram negativas foram:
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tetraciclina (TET), clorafenicol (CLO), aztreonam (ATM), netilmicina (NET), gentamicina
(GEN), amoxacina (AMI).

Apo6s o periodo de incubacéo (28 °C por 24h), os halos de inibicdo foram observados e
mensurados. Os microrganismos, independentemente de terem sido identificados como Gram

negativos ou positivos, foram testados contra as duas categorias de antibidticos.

5.6 Microrganismos

Foram utilizados neste trabalho 19 bactérias isoladas a partir das folhas das 4 espécies de
Tabebuia sp., sendo estes 07 isolados de ipé branco (IB1 a IB7), 7 isolados de ipé amarelo (1Al a
A7), 2 isolados de ipé roxo (IRx1, IRx2 e IRx3) e 3 isolados de ipé rosa (IRs1 e IRS2).

Foi utilizado também 1 microrganismo endofitico, identificado macroscopicamente como
um fungo filamentoso, isolado das folhas de Hymenaea courbaril.

Como microrganismos teste para os testes antagénicos de crescimento foram utilizadas as

bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus e o fungo leveduriforme Candida albicans.

5.7 Métodos de Preservacao

Os estoques de trabalho dos microrganismos foram preparados e preservados em meio Agar ISP2
(LEE, 2009), em tubo inclinado (slants), armazenados em refrigerador a 4°C pelo periodo de trés
meses.

O armazenamento das linhagens por longos periodos (mais de um ano), foi realizado em
criotubos estocados em ultrafreezer da marca Forma Scientific®. As células foram suspensas em

uma solucéo de meio de cultura com glicerol a 20% e mantidas a uma temperatura de —80°C.

5.8 Meios de Cultura

Para o isolamento dos microrganismos foi utilizado o meio Agar ISP2. Este mesmo meio

de cultura também foi utilizado para estudo da producdo de metabdlitos e preservacdo das
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linhagens, uma vez que propiciou crescimento de todos os isolados sem aparentemente prejudicar
0 desenvolvimento bacteriano.

Foi utilizado para o crescimento das linhagens indicadoras nos bioensaios 0 meio
comercial BHI (Brain Infusion Heart), da marca HI-Media. Os demais meios de cultura foram
utilizados para verificar a producdo enzimatica (Meio Amido, e meios para deteccdo de CMCase
e Xilanase estes ultimos consistindo no meio ISP2 com os respectivos indutores, CMC e xilano,
substituindo a glicose). Para detectar a produgéo dos pigmentos visualizados no cultivo do fungo
endofitico isolado de jatoba, todos os meios encontram-se descritos na Tabela 1. Ressalta-se que
para 0os meios utilizados em estado liquido, a composicéo foi a mesma, porém nédo adicionou-se a

concentragdo correspondente de Agar.

Tabela 1: Composicdo dos meios de cultura, componentes e suas respectivas concentracdes

Componentes do MEA | ISP2 Meio Malte 2% | CYA | DG18 | CZAPEK
meio em g/l Amido

Glicose 20,0 4,0 10

Extr. de Levedura 4,0 2,0 5,0 5,0
Extr. de Malte 20,0 10 20,0

Amido soluvel 10,0

Peptona 1,0 5,0 50

MgSO, 0,5 0,5 0,050
NaCl 0,5

CaCl, 0,15

Sacarose 30,0
FeSO, 0,001
NaNO3 0,3
KCI 0,5
CuSO, 0,005 0,0005
ZnS0Oq 0,01 0,001
HCI

K2HPO4 1,0 1,0 1,0
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Solugdo Metélica 1,0

Conc. de Czapek 10,0

Dichloran 0,002
Chlortetracycline 0,05
Chloramphenicol 0,05

Agar Bacteriologico | 20,0 20,0 10,0 15,0 15,0 15 15
pH 58 7,0 7,0 7,0 52 5,6 7,3

Fonte: Autor

*Solucdo de tracos metalicos: 4.36 g Na, EDTA « 2H,0 e 3.15 g FeCl; 6 H,O em 900 mL de
agua destilada.

Os meios de cultura PDA e Sabouraud utilizados foram meios comerciais obtidos da
marca HI-Media, com a composi¢ao:
*PDA: 4,0 g/L de Extrato de batata, 20 g/L de dextrose, 15,0 g/L de agar
*Sabouraud: 10,0 g/L de neopeptona, 40,0 g/L de dextrose e 2,0 g/L.

5.9 Determinacéo da Concentracéo de Células

Foi determinada a concentracdo celular (Cx) das linhagens P. terrae e P. minioluteum/T.
minioluteus em cultivos em shaker. A Cx foi obtida através do processo de avaliacdo da massa
seca resultante dos cultivos. Durante os cultivos foram retiradas amostras de volume conhecido
(V) estabelecido em 20ml. As amostras foram centrifugadas nas condicdes de 12.000 g, a 4 °C,
por 15 min., para promover a precipitacdo celular. O precipitado foi lavado com agua destilada e
novamente centrifugado. Foi utilizada a centrifuga da marca Eppendorf, rotor com suporte para 6
tubos.

Apbs os procedimentos preparatorios descritos, a massa final obtida foi colocada em
estufa a temperatura de 60 °C durante 24h em um recipiente de massa conhecida (m;). A massa
do conjunto apds secagem foi determinada (m,), possibilitando a determinacdo da concentracéo
celular com a aplicagéo da Equagéo 1.
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Equacdo 1: Determinacao da Massa Celular.

5.10 Determinacdo da Concentracdo de Acucares

As concentracfes de glicose e maltose do meio ISP2 provenientes do ensaio em shaker
foram quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se uma
coluna Shodex KS-802 (Lonpak, divisdo da Millipore) e agua ultra pura (Milli-Q) como eluente.
O equipamento foi operado nas seguintes condices: 80°C, 1 mL.min™. Os picos foram
detectados no medidor do indice de refracdo W410 (Waters). A curva de calibracdo foi obtida a
partir de uma solucio padrdo do composto a ser analisado, com concentracdes 4g.L™ de glicose e

10g.L™ de maltose, aclicar mais encontrado no extrato de malte.

5.11 Método de Analise da Producao de Amilases

Para avaliacdo da atividade enzimatica, os isolados foram incubados em meio Amido
liquido (descrito na Tabela 1) por 24 horas, em seguida, inoculou-se 10ul do caldo de cultivo em
meio Agar Amido, em trés pontos equidistante da placa de Petri (28°C por 72 horas). A leitura
foi realizada macroscopicamente e os isolados que apresentaram halos claros, indicativos de
degradacdo do amido, ao redor da coldnia foram considerados positivos para a producdo de
amilase.

As medicdes do didmetro dos halos produzidos foram realizadas com um paquimetro. A
atividade amilasica foi realizada segundo a metodologia descrita por HANKIN E
ANAGNOSTAKIS (1975).

5.12 Andlise da Atividade da Producéo de Xilanase
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Para tentativa de obtencdo da enzima xilanase, foi realizado cultivo em shaker (200 rpm,
28 °C por 72 horas). Ao final, o caldo de cultivo foi centrifugado (12000 g por 15minutos) e o
sobrenadante do caldo do cultivo de cada um dos isolados foi utilizado.

A atividade da xilanase foi determinada com a dosagem dos agUcares redutores liberados
do substrato (xilano em solucdo de 10 mg/mL), usando o acido-dinitro-salicilico, em uma
adaptacao da metodologia de MILLER (1959) de analise com ADNS.

Foram colocados para reacdo 10ul de enzima e 90 pl da solugédo de xilano em tampéo
com pH 5 para a enzima. A mistura enzima-substrato foi incubada por 5 minutos, a 55 °C. Para
parar a reacao foram adicionados 100ul de ADNS em temperatura de 100 °C de por 5 minutos. A
absorbancia foi medida em espectrofotometro e foi utilizado o comprimento de onda de 540 nm.

Uma unidade de atividade de xilanase foi definida como uma reacdo de enzima 1p mole
de reducdo de acucar de xilano por minuto nas condic¢des citadas (LI e colaboradores, 2006 e
BAILEY e colaboradores 2006).

5.13 Anélise da Producéo de Celulases

Para tentativa de observacdo da atividade da enzima CMCase, seguiram-se 0S mesmos
procedimentos realizados para deteccao de xilanase. Foi realizado cultivo em shaker (200 rpm, 28
°C por 72 horas), o caldo de cultivo foi centrifugado (12000 g por 15minutos) e o sobrenadante
do caldo do cultivo de cada um dos isolados foi utilizado.

A atividade da CMCase foi determinada com a dosagem dos agUcares redutores liberados
do substrato (CMC em solugdo de 10 mg/mL), usando o &cido-dinitro-salicilico, em uma
adaptacdo da metodologia de MILLER (1959) de analise com ADNS.

Foram colocados para reagdo 10ul de enzima e 90 pl da solugdo de CMC em tampéo com
pH 5 para a enzima. A mistura enzima-substrato foi incubada por 5 minutos, a 55 °C. Para parar a
reacdo foram adicionados 100ul de ADNS em temperatura de 100 °C de por 5 minutos. A
absorbancia foi medida em espectrofotometro e foi utilizado o comprimento de onda de 540 nm.

Uma unidade de atividade de CMCase foi definida como uma reacgdo de enzima 1y mole

de reducéo de acucar de CMC por minuto nas condic@es citadas (LI, et.al, 2006).
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5.14 Andlise do pH

O pH dos meios de cultura e dos caldos de cultivo foram medidos utilizando pHmetro de
bancada da marca Orion YSP310.

5.15 Métodos de Cultivo em Mesa Incubadora Rotativa

Para os cultivos em mesa incubadora rotativa (shaker), foi utilizado um volume de
trabalho de 50 mL para a propagacdo em frascos erlenmeyers com capacidade para 500 mL. As
condigdes de cultivo em mesa incubadora de agitacdo orbital foram de 200 rpm e temperatura de
28 °C com um tempo de cultivo de 72 horas (GUIMARAES, 2005), para as bactérias e 96 horas
para o fungo. No cultivo de P. terrae (IB1/2) e P. minioluteum/T. minioluteus (FJ1) foram
retiradas amostras para andlise da concentracdo celular, de substrato residual e analise de
substancias de interesse a cada 8h.

Os cultivos foram realizados em mesa incubadora rotativa da marca New Brunswick

Scientific Inc. Modelo G25, com controle de temperatura e agitacao.

5.16 Métodos de Separacdo dos Compostos

Para tentativa de separacdo dos compostos optou-se pelo processo de separagdo liquido-
liquido. Primeiramente foi realizada a separa¢do com acetato de etila, para isso foram utilizados
100 ml do caldo bruto, previamente centrifugado e filtrado, e 100 ml de acetato de etila.

Foi utilizado um funil para separagdo, a mistura foi invertida 3 vezes. Apds decorrido o
tempo de 20 minutos para recolher separadamente as fases formadas. A fase de baixo (extrato
aquoso ou fase aquosa) foi coletada. O procedimento foi repetido mais 2 vezes, utilizando para
iSS0 0 extrato aquoso e igual volume de acetato de etila, enquanto a fase de cima de cada processo
de separacdo foi guardada para secagem.

Ap0s as 3 separacgdes utilizando acetato de etila, iniciou-se com a fase aquosa a separacdo

com N-Butanol. Para este procedimento utiliza-se 100 ml do extrato aquoso tratado (proveniente
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do caldo bruto centrifugado, filtrado e separado com acetato de etila trés vezes), e 100 ml de N-
Butanol.

Assim como realizado com acetato de etila, foi utilizado funil para separacédo, a mistura de
N-Butanol e extrato aquoso foi invertida 3 vezes. Apds espera de cerca de 20 minutos as fases
formadas foram recolhidas separadamente. A fase de baixo (extrato aquoso) foi coletada. O
procedimento foi repetido mais 2 vezes, utilizando para isso o extrato aquoso e igual volume de
butanol, enquanto a fase de cima de cada processo de tentativa de separacdo foi guardada para

secagem.

5.17 Métodos de Detecc¢do de Atividade Citotoxica

Nos experimentos para deteccdo de atividade antitumoral realizados com o caldo
resultante dos cultivos em shaker das linhagens P. terrae (IB1/2) e P. minioluteum/T. minioluteus
(FJ1) coletadas no tempo de cultivo de 72h.

Os caldos obtidos de cultivos em skaker dos dois microrganismos apés o termino do
cultivo foram centrifugados para a remocdo das células. O sobrenadante obtido foi seco em
“Spped-Vac” e enviado para o Laboratorio de Oncologia Experimental da UFC em Fortaleza para
a determinacdo das atividades citotoxicas. Foram utilizadas as seguintes células para analise: SF-
295 (Sistema Nervoso Central), HCT-8 (C6lon) e MDA-MB435 (Melanoma).  Detalhes da
metodologia estdo descritos no Anexo Ill.

5.18 Métodos de Deteccdo de Atividade Anti-Leishmania

Foi utulizado o caldo de cultivo obtido com o cultivo do microrganismo P. terrae
(IB1/1B2). O caldo obtido de cultivo em shaker do microrganismo apds o termino do cultivo foi
centrifugado para a remog¢do das células. O sobrenadante obtido foi seco em “Spped-Vac” e
enviado para o Laboratério de Parasitologia do Departamento de Morfologia e Parasitologia
(DMP) da UFSCar.

A metodologia utilizou 100 pL do extrato bruto (com concentragdo de 500 a 31,25
ng/mL), e 10uL de parasitos (em concentracdo de 6,3 x 10%). Controle positivo: Glucantime® e

controle negativo com cultura das formas promastigotas em meio 199 completo. A Contagem do
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numero total de promastigotas vivas, apos 24h de incubacéo a 26 °C, em camara de Neubauer em

aumento de 400X em Triplicata (Anexo VII).

5.19 Andlises para Identificacdo do Pigmento

Foi escolhido para identificagdo o pigmento vermelho produzido pelo fungo isolado
devido a quantidade aparente de substancia secretada. N&o foram encontrados trabalhos com
estudo da aplicacéo e identificacdo de pigmento e producdo com esse microrganismo.

O caldo de cultivo (ISP2, 72 h, 28 °C, 200 rpm) contendo o pigmento vermelho, foi
submetido a uma particdo liquido-liquido com ACoEt: H20 (1:1 v/v) na tentativa de identificar o
constituinte responsavel pela coloracdo. Para esse experimento de determinacdo foi utilizado
somente a fase aquosa do caldo de Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus na qual o
pigmento foi encontrado.

Primeiramente foram analisadas por CLAE-UV utilizando uma coluna PHENOMENEX
Phenyl-Hexyl 5u 100A 250x4,6 mm PART NUMBER 00G-4257-E0 S/No 376691-3, em fase
normal. Equipamento: SHIMADZU LC-10AD com um detector de ultravioleta SCL-10A
(SHIMADZU).

As condicOes de analise utilizadas: Fluxo: 1,0 mL/min.;Volume de injegdo: 10 uL;

UV: 190-800 nm / monitorado: 210 e 504 nm (corante méximo); Meio de cultura: ISP2; Fungo
(FJ1): Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus.

Foram realizados dois métodos cromatogréaficos:

1° metodologia-A:B (H,O: ACN), variando a porcentagem de B

%B  Tempo
50 0.01
50 25.00
100 28.00
100  38.00

50 40.00 (para limpeza da coluna)
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2° metodologia —~A:B (H,0O:MeOH), variando a porcentagem de B

%B  Tempo
5 0.01

5 10.00
100 20.00
100 30.00

5 32.00 (limpeza da coluna)

Em seguida, os cromatrogramas foram processados através do software SHIMADZU
CLASS-VP.

Também foi realizada a extragdo do &gar foi realizada através do corte de 6 plugs da placa
do microrganismo com o auxilio de um fura rolha com diametro interno de 1 cm e extracdo em
banho de ultrassom por 60 minutos com 6 mL de mistura de metanol-diclorometano-acetato de
etila 1:2:3 em tubo conico de 15 mL. A mistura foi centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos,
filtrada com algod&o e transferida para frasco limpo. O extrato foi deixado em capela para
evaporacdo dos solventes e armazenado a -20 °C até o0 momento da analise.

Também foi possivel coletar o exsudato do microrganismo através de pipetagem direta
das goticulas vermelhas e alaranjadas formadas em cima do micélio. Estas amostras foram
colocadas em tubos cénicos de volume de 2 ml e armazenadas a -20 °C até o momento da

andlise.

6 Resultados

Os experimentos qualitativos foram realizados com todos os microrganismos isolados
para possibilitar a selecdo das linhagens com capacidades diferenciadas e/ou inéditas para
aplicagdes biotecnologicas.

6.1 Microrganismos Isolados

Foram isolados das folhas das 5 espécies arboreas 20 microrganismos que diferiam entre

si em morfologia macroscépica das col6nias, de maneira que:
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7 microrganismos foram isolados das folhas de Ipé Branco, denominados antes da
identificacdo como IB1, IB2, IB3, IB4, IB5, IB6 ¢ IB7.
e 3 microrganismos foram isolados das folhas de Ipé Rosa denominados antes da
identificacdo como IRs1, IRs2 e IRs3.
e 2 microrganismos foram isolados das folhas de Ipé Roxo denominados antes da
identificacdo como IRx1 e IRx2.
e 7 microrganismos foram isolados das folhas de Ipé Amarelo, denominados antes da
identificacdo como 1AL, 1A2, IA3, 1A4, IA5, I1AG6 e IAT.
e 1 microrganismo foi isolado das folhas de Jatoba, denominado antes da identificacdo
como FJ1.
A porcentagem de quantos microrganismos foram isolados de cada espécie arborea
encontra-se representada na Figura 8. Observa-se que, uma vez isolados, 0s microrganismos

foram preservados conforme descrito no item 5.7.

Figura 8: Porcentagem de microrganismos isolados de cada uma das cinco espécies arboreas.

® |pE Branco
N p& Amarelo
¥ |pé& Rosa

B |p& Roxo

m Jaotokd

Fonte: Autor.
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6.1.1 Caracteristicas Fenotipicas e Morfoldgicas em Meio ISP2.

Todas os isolados dos quatro exemplares de ipés e do espécime de jatobd, tiveram suas

devidas caracteristicas descritas. Para essa finalidade o crescimento se deu em meio Agar ISP2

com incubacéo pelo periodo de 10 dias em temperatura de 28 °C.

6.1.1 a) Microrganismos Isolados das Folhas de Ipé Branco

IB1 colbnias leitosas, brancas no centro, com as bordas irregulares e transparentes,
superficie rugosa, coldnias de 1,5mm a 2,5mm, sem aparente producdo de pigmento nesse

meio de cultivo (Figura 9).

IB2 col6nias leitosas, beges no centro, com as bordas irregulares e esbranquigadas,
superficie rugosa, coldnias de 1mm a 3,5mm, sem aparente producdo de pigmento nesse
meio de cultivo. A linhagem denominada IB2 apesar de apresentar colonias
macroscopicamente diferenciadas das coldnias de IB1, mostraram-se idénticas ap6s 15
dias de crescimento em placa, sugerindo assim que IB1 e IB2 poderiam ser a mesma

bactéria (Figura 9).
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Figura 9: Cultivo em meio solido de IB1/2, isolado das folhas de Ipé Branco

Ipé Branco

Ipé Branco

LuIa roseo-ai

Tabebula roseo-alba

Fonte: Autor

e B3 colbdnias cremosas, brancas, com as bordas lisas, superficie irregular, col6nias de

1mm, sem aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo (Figura 10).
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Figura 10: Cultivo em meio solido de 1B3, isolado das folhas de Ipé Branco

Ipé Branco

Tabebuia roseo-alba

Ipé Branco

Ipé Branco

Tabebuia roseo-alba Tobebula roseo-alba

Fonte: Autor

IB4 coldnias brancas, com as bordas lisas, superficie rugosa, coldonias de 2mm a 3mm,

sem aparente producédo de pigmento nesse meio de cultivo (Figura 11).
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Figura 11: Cultivo em meio solido de 1B4, isolado das folhas de Ipé Branco

Ipé Branco

Tabebuia roseo-alba

Fonte: Autor

IB5 col6nias brilhantes, amarelas, com as bordas lisas, superficie lisa, colnias convexas
de 0,5mm a 1mm, sem aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo, essa

bactéria demonstrou com crescimento também em meio Agar Sal Manitol.

IB6 colbnias bege-amareladas, brilhantes, com as bordas lisas, superficie lisa, convexa,
coldnias de Imm a 3mm, sem aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo
(Figura 12).
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Figura 12: Cultivo em meio sélido de 1B6, isolado das folhas de Ipé Branco

Ipé Branco

Tabebuia roseo-alba

Fonte: Autor

e |B7 colbnias brancas, brilhantes, com as bordas lisas, colonias de 0,5mm a 1mm, sem

aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo (Figura 13).
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Figura 13: Cultivo em meio sélido de 1B7, isolado das folhas de Ipé Branco

Ipé Branco

Tabebuia roseo-alba

Ipé Branco

Tabebuia roseo-alba
Fonte:Autor

6.1.1 b) Microrganismos Isolados das Folhas de Ipé Rosa:

IRs1 colbnias brancas leitosas, com as bordas lisas e transparentes, superficie lisa,

coldnias de 0,6mm a 3mm, sem aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo
(Figura 14).
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Figura 14: Cultivo em meio sélido de IRs1, isolado das folhas de Ipé Rosa

: Ipé Rosa
Tabebuia impetiginosa

Tabebwa impeliginosa

Fonte: Autor

e |Rs2 colbnias bege-claras brilhantes, com as bordas lisas, superficie lisa, col6nias de

1,5mm a 3mm, sem aparente producao de pigmento nesse meio de cultivo (Figura 15).
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Figura 15: Cultivo em meio solido de IRs2, isolado das folhas de Ipé Rosa

R

Ipé Rosa Ipé Rosa
Fatwbtiua impetiginoss Tabebula impetignoss

Fonte: Autor
¢ IRs3 colbnias brancas sem brilho, com as bordas rugosas mais claras, superficie rugosa,

coldnias de 1mm a 4mm, sem aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo
(Figura 16).
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Figura 16: Cultivo em meio solido de IRs3, isolado das folhas de Ipé Rosa

Ipé Rosa
Tabebuia impetiginosa

Fabeburd impehginos:

Fonte: Autor

6.1.1 ¢) Microrganismos Isolados de Ipé Roxo:

e |IRx1 colbnias brancas, com as bordas lisas com alguma transparéncia, superficie lisa

convexa, colbnias de Imm a 3mm, sem aparente producdo de pigmento nesse meio de

cultivo (Figura 17).
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Figura 17: Cultivo em meio solido de IRx1, isolado das folhas de Ipé Roxo

Ipé Roxo
uia ave,

1‘

~ Tabeb

Ipé Roxo

bebuia avellanedae

Fonte: Autor

e IRx2 col6nias beges leitosas tornando-se brancas apds uma semana de cultivo (podendo
ser esporos), com as bordas lisas, superficie lisa tornando-se rugosa apds a primeira
semana de crescimento, col6nias de 0,8mm a 3mm, sem aparente producdo de pigmento

nesse meio de cultivo (Figura 18).
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Figura 18: Cultivo em meio solido de IRx2, isolado das folhas de Ipé Roxo

Ipé Roxo
Tabebuia avellanedae

Ipé Roxo
ool 1y avellaned

Fonte: Autor

6.1.1 d) Microrganismos Isolados de Ipé Amarelo:

e 1Al colbnias leitosas, esbranquicadas, com as bordas lisas, superficie lisa, col6nias de

1,0mm a 1,5mm. Sem aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo (Figura 19).
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Figura 19: Cultivo em meio solido de 1AL, isolado das folhas de Ipé amarelo

Fonte: Autor

e A2 Colbnias beges leitosas, com as bordas lisas e superficie lisa, col6nias de 1,0mm.

Sem aparente producéo de pigmento nesse meio de cultivo (Figura 20).
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Figura 20: Cultivo em meio solido de 1A2, isolado das folhas de Ipé amarelo

Ipé Amarelo

Tabebwa chrysolnicha

Fonte: Autor

¢ |A3 branca leitosa, com as bordas lisas e superficie lisa, col6nias de 1,0mm a 2,0mm. Sem

aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo (Figura 21).
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Figura 21: Cultivo em meio sélido de A3, isolado das folhas de Ipé amarelo

o — ; Ipé Amarelo
Ip& Amarelo Tabobula chrysotnicha
Tababuia chrysotncha

Fonte: Autor

e |A4 Brancas brilhantes, com as bordas lisas e superficie convexa (e rugosas), colonias de

1,0mm a 1,5mm. Sem aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo (Figura 22).
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Figura 22: Cultivo em meio sélido de 1A4, isolado das folhas de Ipé amarelo

Ipé Amarelo Ipé Amarelo
Tabebuia chrysotncha Tabebuta chrysotncha

Fonte: Autor

e IA5 Brancas brilhantes, com as bordas lisas e superficie convexa, coldnias de 1,0mm a
3mm. Sem aparente producao de pigmento nesse meio de cultivo (
e Figura 23).
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Figura 23: Cultivo em meio sélido de 1A5, isolado das folhas de Ipé amarelo

Ipé Amarelo
Tabebuia chrysotricha

Ipé Amarelo Ipé' Amarelo _
Tabebuia chrysotricha Tabebuia chrysotricha

Fonte: Autor

IA6 Bege amareladas, com as bordas lisas, superficie convexa, col6nias de 1,0mm a
2,0mm, aparentemente produtora de esporos (brancos). Producdo de substancia viscosa e

amarelada nesse meio de cultivo (Figura 24).
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Figura 24: Cultivo em meio solido de 1A6, isolado das folhas de Ipé amarelo

Ipé Amsran
Tabebuis chrysotnet

Fonte: Autor

IA7 branca opaca, com as bordas rugosas, superficie lisa, coldnias de 1,0mm a 2,0mm.

Sem aparente producdo de pigmento nesse meio de cultivo (Figura 25).
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Figura 25: Cultivo em meio solido de 1A7, isolado das folhas de Ipé amarelo

Ipé Amarelo
Tabebuia chrysotricha

pe Amarelo

Fonte: Autor

6.1.1 ) Microrganismo Isolado de Jatoba:

e FJ1 Fungo produtor de esporos, colbnias inicialmente brancas, na fase em que esporulam

as colbnias tornam-se verdes. Coldnias com bordas lisas, superficie convexa, medindo de

1mm a 1cm. Produtor de pigmento vermelho em meio ISP2 (Figura 26).
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Figura 26: Cultivo em meio solido de 1J1, isolado das folhas de Jatoba

Fonte: Autor

Também foram feitas fotos com o uso de microscopia do fungo isolado, para colaborar na
tentativa de identificagdo priméaria do microrganismo (Figura 27). O aumento utilizado foi de 400

VEZES.
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Figura 27: Microscopia com aumento de 400 vezes de 1J1 das folhas de jatoba.

Fonte: Autor

O aumento de 400 vezes possibilitou a observacéo de caracteristicas das hifas do fungo
isolado e demais caracteristicas microscopicas pertinentes a identificacdo da linhagem.

6.1.2 Caracteristicas Morfotintoriais

Os testes de coloragdo de Gram foram realizados em triplicata para conferir maior
confiabilidade aos resultados, uma vez que todas as bactérias isoladas das folhas das quatro

espécies de Tabebuia foram caracterizadas como microrganismos Gram positivos.

6.1.3 Identificacdo dos Isolados por Andlise do 16S RNA

A identificacdo genética dos microrganismos isolados foi realizada mediante ampliacéo e
sequenciamento da regido 16s RNA. Algumas bactérias puderam ser amplificadas sem a extracéo
do material genético (amplificacdo direta), essas bactérias foram: IB3, IB5, IB7, 1A2, 1A3, IRs2,
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IRX1 e IRx2. As demais linhagens sO puderam ter seu material genético amplificado mediante a
extragcdo do mesmo.

Ap0s extracdo do material genético (quando necessario) e a aplicagdo da técnica de PCR
foram obtidas as sequéncias da por¢do 16S do RNA dos isolados que se encontram descritas no
Anexo Il

As sequéncias de DNA bacteriano para identificacdo foram analisadas através do
programa Blast (Basic Local Alignment Search Tool), possibilitando a compara¢do com o banco
de dados. Os géneros e espécies indicados pelo programa seguem descritas com suas respectivas
porcentagens de similaridade na Tabela 2.

Encontra-se também na Tabela 2 a identificacdo do Fungo endofitico FJ1. Ressalta-se que
o fungo isolado das folhas de Hymenaea courbaril, foi identificado inicialmente como um
Penicillium spp. devido a suas caracteristicas macroscépicas e producédo de pigmentos. Dentre as
caracteristicas apresentadas, as colénias fungicas apresentaram crescimento rapido, inicialmente
de coloracdo esbranquigcada assumindo depois de 48/72 horas de crescimento tom verde-oliva,
sendo o reverso da colonia de coloragcdo amarelada. Microscopicamente foram observadas hifas
septadas e organizacdo das fialides na ponta de conidiéforos na forma de caracteristica conhecida
como penicilli (pincel), tipico do género.

A identificacdo do material genético ndo foi realizada juntamente a das bactérias, devido a
necessidade de primers especificos para mais de uma regido do DNA flngico, dessa maneira foi
contatado o laboratério CPQBA (Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas) para essa analise. ApGs identificacdo genética da linhagem isolada, constatou-se que
se tratava de Talaromyces minioluteus, que encontra-se em fase de reclassificagéo e, assim como
diversas espécies de Talaromyces, recebe o nome de Penicillium, neste caso Penicillium
minioluteum/Talaromyces minioluteus (Figura 28) o processo adotado pelo CPQBA segue
descrito no Anexo IV. Esses resultados de identificacdo foram confirmados em parceria com o

laboratdrio da UFLA (Universidade Federal de Lavras), como pode ser observado no Anexo V.
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Figura 28: Producao de pigmentos vermelhos em meio ISP2 durante a fase de isolamento do
FJ1.

Fonte: Autor

Tabela 2: Géneros e espécies com respectivo percentual de combinacdo das sequéncias de

nucleotideos sequenciados por meio da analise da regido de RNA 16s

Isolado —-RNA 16S Ez-Taxon % Similaridade
IB1 Paenibacillus terrae 99,45
1B2 Paenibacillus terrae 100
IB3 Bacillus safensis 98,58

Bacillus pumilus 98,58
I1B4 Bacillus flexus 99,81
Bacillus megaterium 99,81

Staphylococcus aureus subsp.
IB5 Aureus 99,76
Staphylococcus simiae 99,76

Staphylococcus aureus subsp.
Anaerobius 99,76
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IB6 Bacillus safensis 100
Bacillus pumilus 100
IB7 Bacillus safensis 99,81
Bacillus pumilus 99,81
1Al Bacillus safensis 100
Bacillus pumilus 100
1A2 Bacillus safensis 99,65
Bacillus pumilus 99,65
1A3 Bacillus thuringiensis 100
Bacillus mycoides 100
Bacillus pseudomycoides 100
Bacillus anthracis 100
Bacillus cereus 100
Bacillus weihenstephanensis 100
1A4 Bacillus flexus 99,14
Bacillus megaterium 99,14
1A5 Bacillus aryabhattai 99,76
1A6 Pantoea vagans 100
Pantoea brenneri 100
1A7 Bacillus pseudomycoides 99,48
Bacillus anthracis 99,48
Bacillus mycoides 99,48
Bacillus gaemokensis 99,48
Bacillus cereus 99,48
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Bacillus thuringiensis 99,48

Bacillus weihenstephanensis 99,48

IRX1 Bacillus thuringiensis 98,98

Bacillus mycoides 98,98

Bacillus pseudomycoides 98,98

Bacillus anthracis 98,98

Bacillus cereus 98,98

Bacillus weihenstephanensis 98,98

IRX2 Bacillus pseudomycoides 99,01

Bacillus anthracis 99,01

Bacillus mycoides 99,01

Bacillus cereus 99,01

Bacillus weihenstephanensis 99,01

Bacillus thuringiensis 99,01

IRS1 Bacillus pseudomycoides 99,66

Bacillus anthracis 99,66

Bacillus mycoides 99,66

Bacillus gaemokensis 99,66

Bacillus cereus 99,66

Bacillus thuringiensis 99,66

Bacillus weihenstephanensis 99,66

IRS2 Paenibacillus glycanilyticus 99,69

IRS3 Bacillus aryabhattai 99,34
FJ1l T. minioluteum/P. minioluteus 100

Fonte: Autor
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As linhagens que apresentaram alguma atividade considerada de interesse, seja pela
quantidade aparente de produto ou pela ampla acdo dos mesmos, foram buscados na literatura de
acordo com suas caracteristicas de producdo, resisténcia a antibidticos e morfologia,
possibilitando uma maior certeza sobre qual linhagem foi isolada.

A linhagem IB5 foi identificada como pertencente ao género Staphylococcus. Uma vez
que esse género € conhecido como um agente contaminante comum estd linhagem foi
armazenada porém, observa-se que apos busca na literatura, foi encontrado registro deste género
isolado como Endofitico, isolado por AZEVEDO e colaboradores. (2000).

Espécies de Penicillium/Talaromyces sdo conhecidas por sua capacidade de producdo de
pigmentos vermelhos, porém ndo possuem muitas aplicagdes biotecnoldgicas devido ao fato que
também produzem micototoxinas que inviabilizam sua aplicacdo em industrias como as de
alimentos.

Observa-se que foram identificadas 19 bactérias isoladas, sendo que 15 pertenciam ao
género Bacillus spp., duas foram Paenibacillus spp. e uma bactéria pertencia ao género Pantoea
spp. demonstrando assim a microdiversidade bacteriana presentes em quatro espécies de
Tabebuia a porcentagem das espécies isoladas, incluindo a H. courbaril encontra-se ilustrada na

Figura 29.
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Figura 29: Porcentagem das espécies isoladas das folhas das 4 espécies de Tabebuia sp. e da

Hymenaea courbaril.

m Bacillus

B Paenibacilus

u Panieca

m | Staphylococcus

Penicilium/Talarormyces

Fonte: Autor.

O género Bacillus foi 0 mais encontrado nos isolamentos deste trabalho. Durante a fase de
identificacdo através da andlise de RNA 16s, alguns microrganismos foram compativeis com
mais de uma linhagem disponivel nos bancos de dados com mais de 97% de semelhanga, ndo
possibilitando que a identificacdo ocorresse até o nivel de espécie. Esse fato porém merece maior
atencdo, uma vez que pode indicar mutacdo ou mesmo novas espécies bacterianas.

As bactérias 1B1 e 1B2, apesar de aparentemente diferentes no isolamento inicial, foram
identificadas como a mesma bactéria Paenibacillus terrae, que juntamente com o Penicillium
minioluteum/Talaromyces minioluteus (1J1), foram as linhagens que mais se destacaram uma na

producéo de bioativos e outra por producgdo de pigmento sem atividade tdxica encontrada.

6.2 Atividade Antimicrobiana

Ap0s a realizacdo dos testes para atividade antimicrobiana dos isolados com os trés
microrganismos teste, foi observada a presenca de halos indicativos da inibicdo nas placas de

cultivo. Os microrganismos teste foram escolhidos para incluir as duas classes de organismos
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diferenciados pela coloracdo de Gram e um exemplar dos fungos leveduriformes com relevancia

para a salide humana, sendo eles:

e Microrganismo Gram negativo: Escherichia coli ATCC-25923,;
e Microrganismo Gram positivo: Staphylococcus aureus ATCC-25922;
e Fungo leveduriforme: Candida albicans ATCC-10231.

O teste teve objetivo qualitativo, uma vez que visava direcionar a continuidade dos
experimentos com os isolados que apresentassem resultados mais promissores. Os resultados
encontram-se descritos na

Tabela 3, de maneira que + indica a formacdo de halos de inibicdo e — indica que nédo
ocorreu a formacéo de halos.

Tabela 3: Resultado qualitativo de inibi¢cdo microbiana pelos endofiticos isolados.

Microrganismo Escherichia | Staphylococcus Candida
Isolado coli aureus albicans
IB1 + + +
IB2 + + +
IB3 - + -
IB4 - + -
IBS - - -
IB6 - - -
IB7 + + -
IRs1 - + -
IRs2 - - -
IRs3 + - -
IRx1 - - -
IRx2 + - -
1Al - - +
1A2 + - +

71



IA3 - - -
IA4 + - +
IA5 + + -
IAG - - +
IA7 : - T

Fonte: Autor

Os microrganismos com resultados mais promissores foram selecionados de acordo com o
tamanho dos halos e a capacidade de inibir o maior nimero dos microrganismos teste. Apesar de
varios resultados positivos de inibicdo de bactérias, a maioria dos halos formados eram pequenos

como pode ser visto na Figura 30.

Figura 30: Inibicdo de E. coli (A) e S. aureus (B) pelo microrganismo IRS1

Fonte: Autor

O grupo de microrganismo que apresentou maior incidéncia de inibicdo do fungo
leveduriforme foram os isolados de Ipé Amarelo, 1AL, I1A2, IA4 e 1A6. Todos estes apresentaram
alguma capacidade de formacdo de halos, sendo que os halos mais visiveis foram dos isolados
IA2 e I1A6 (Figura 31 e Figura 32 respectivamente).

Os halos formados contra Candida albicans pelos microrganismos 1Al e 1A4 foram muito
pequenos e os testes foram repetidos utilizando apenas o caldo de cultivo colocados em poc¢os nas
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placas com o microrganismo teste (Figura 33), o teste foi realizados com os demais isolados

também, porém, sem resultado positivo.

Figura 31: Inibicdo de Candida albicans pelo microrganismo 1A2

Fonte: Autor

Figura 32: Inibigdo de Candida albicans pelo microrganismo 1A6

Fonte: Autor
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Figura 33: Inibicdo de Candida albicans pelo caldo de cultivo dos microrganismos 1Al e
VAV

Fonte: Autor

Observa-se que IA2 e IA4 apresentaram pequenas areas de clareamento ao redor das
colbnias, porém os mesmos ndo se destacaram nas fotos. Todos o0s experimentos foram realizados
em triplicata.

Durante os experimentos a linhagem isolada Paenibacillus terrae (IB1/IB2) apresentou
halos de inibicdo bastante visiveis contra as duas bacterias contra as quais foi testada:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus (

Figura 34 e Figura 35).

Figura 34: Inibicdo de Escherichia coli (A) e de Staphylococcus aureus (B) pelo

microrganismo 1B1/1B2
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Fonte: Autor

Figura 35: Inibicdo de Staphylococcus aureus pelo microrganismo IB1/1B2

Fonte: Autor

Além da capacidade de inibicdo dos dois representantes dos grupos bacterianos testados, o
microrganismo Paenibacillus terrae (IB1/2) gerou também halos bastante visiveis de inibicdo

contra o fungo leveduriforme Candida albicans (Figura 36).
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Figura 36: Inibicdo de Candida albicans 1B1/2

Fonte: Autor

A inibicdo gerada pelo microrganismo IB1/2, também contra o fungo leveduriforme
despertou interesse para maiores estudos com o caldo de cultivo desta linhagem isolada. Uma vez
que o microrganismo Candida albicans pertence ao grupo dos Eucariotos, com caracteristicas
mais proximas das células humanas do que bactérias, desta maneira, sua inibicdo mostra

relevancia da substancia para a realizagéo de testes antitumorais.

6.3 Deteccdo de Acido Clavulanico

Com a utilizagdo da metodologia por Bird para deteccdo da producdo de acido
clavulanico, ndo foi detectada a producdo de acido clavulanico pelas linhagens isoladas, sendo a
leitura de absorbancia em imidazol sempre menor que a leitura da absorbancia com agua, exceto
pela linhagem IRS3, porém com um indice positivo de apenas 0,010, ficando dentro do que é
considerado faixa de erro experimental.

6.4 Perfil de Resisténcia a Antibidticos

Os resultados dos testes de resisténcia a antibiéticos foram obtidos através da medida dos
halos de inibi¢do dos isolados por determinados antibioticos. Na Tabela 4 seguem descritos 0s

resultados obtidos com o uso de antibioticos comumente utilizados para inibigdo de bactérias
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Gram positivas: Tetraciclina (TET), Clorafenicol (CLO), Aztreonam (ATM), Netilmicina (NET),
Gentamicina (GEN) e Amoxacina (AMI).

Tabela 4: Medida dos halos de inibi¢ao (Dwalo-inibicio Mm) por antibidticos contra

microrganismos Gram positivos das bactérias isoladas

Microrganismo TET CLO ATM | NET | GEN | AMI
Isolado

IB1 7,0 14,0 6,5 3,5 4,0 6,0
IB2 6,0 14,0 8,5 4,0 5,0 4,0
IB3 11,0 8,0 0,0 5,0 4,0 4,0
IB4 9,5 13,5 1,0 2,5 3,0 4,0
IB6 11,0 8,0 0,0 6,5 5,0 5,0
IB7 10,5 7,0 0,0 4,5 4,0 9,5
IRs1 7,0 9,0 2,0 0,0 3,0 4,0
IRs2 11,0 10,0 4,0 0,0 5,0 3,5
IRs3 9,5 11,5 4,0 3,5 4,0 4,0
IRx1 7,0 11,0 0,0 4,0 2,0 4,0
IRx2 5,0 13,0 2,0 0,0 2,0 35
ALl 55 10,0 7,5 2,0 2,0 3,0
1A2 7,5 10,0 4,0 0,5 4,0 3,5
IA3 7,0 9,0 3,0 1,0 2,0 4,0
A4 8,5 12,0 1,0 0,5 4,0 35
IAS 9,0 9,0 1,5 1,0 2,5 3,0
IA6 8,5 10,0 1,0 1,0 3,0 35
IA7 75 10,5 0,0 3,0 3,0 3,0

Fonte: Autor
Observa-se que o antibiotico que gerou maiores halos de inibi¢do foi CLO, atingindo
13,5mm contra IB4 e 14 mm contra IB1/IB2, enquanto ATM e NET foram os antibioticos que as
linhagens mais toleraram.
Apesar de todos os isolados terem sido identificados como microrganismos Gram

positivos, foram realizados também testes com antibidticos de acdo contra bactérias Gram
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negativas: Vancomicina (VAN), Ampicilina (AMP), Eritromicina (ERI), Sulfazotrim (SUT),
Gentamicina (GEN) e Cefalotina (CFO). Mediante os resultados, observou-se a acao antibidtica
mesmo com diferenciacdo da parede celular (Tabela 5).

As medidas marcadas com (*) sdo de microrganismos que apesar da formacao de halos de

inibicdo, apresentaram crescimento de col6nias satélites dentro do raio do halo.

Tabela 5: Medida dos halos de inibi¢&o (DHalo-inibicio MM) por antibioticos contra

microrganismos Gram negativos das bactérias isoladas

Microrganismo VAN | AMP | ERI SUT GEN | CFO
Isolado

IB1 4,5 0,0 7,0 0,0 1,0 0,0
IB2 8,0 0,0 6,5 5,0* 2,5 8,0*
IB3 5,5 3,5 6,5 115 1,5 5,0*
IB4 5,0 0,0 4,0 0,0 2,0 2,0
IB6 4,0 3,0 7,0 10,0 1,0 6,0*
IB7 5,0 0,0 6,5 9,0 3,0 0,0
IRs1 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0
IRs2 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
IRs3 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0 3,0
IRx1 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0
IRx2 1,0 0,0 0,5 0,0 0,0 1,0
1ALl 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
A2 55 0,0 2,0 7,0* 3,0 4,0*
IA3 4,0 0,0 2,0 0,0 1,0 3,0*
IA4 4,0 0,5 3,0 0,5 1,0 3,5
IAS 4,0 3,0 5,0 0,0 0,5 2,0
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IAG6 0,0 0,0 0,0 1,0* 2,5 0,0
IA7 4,0 0,0 5,0 0,0 0,5 0,0

Fonte: Autor

As linhagens apresentaram alguma sensibilidade também contra antibidticos de acédo
Gram negativa, em especial as linhagens 1B6 e 1B3 que foram inibidas pela maior variedade de
antibidticos e com os maiores halos de inibicdo (11,5mm e 10mm respectivamente pelo
antibiotico SUT).

Os resultados dos testes de resisténcia aos antibioticos com os dois grupos microbianos
alvo encontram-se representados na Figura 37 a Figura 43, exemplificando que os dois grupos de
antibioticos podem exercer efeito sobre os isolados.

Foram observados halos de inibicdo tanto de antibiéticos com efeito sobre bactérias Gram
positivas quanto dos antibiéticos com acdo contra microrganismos Gram negativos nos
antibiogramas que utilizaram os microrganismos IB1 (Figura 37), IB3 (Figura 38), 1B6 (Figura
39) e IA2 (Figura 40).

Figura 37: Antibiograma de IB1 com antibidticos contra Gram positivos e contra Gram

negativos

Fonte: Autor
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Figura 38: Antibiograma de IB3 com antibioticos contra Gram positivos e contra Gram

negativos

Fonte: Autor

Figura 39: Antibiograma de IB6 com antibidticos contra Gram positivos e contra Gram

negativos

Fonte: Autor
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Figura 40: Antibiograma de A2 com antibiéticos contra Gram positivos e contra Gram

negativos

Fonte: Autor

Figura 41: Antibiograma de 1A3 com antibioticos contra Gram positivos e contra Gram

negativos

Fonte: Autor
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Figura 42: Antibiograma de IA7 com antibiéticos contra Gram positivos e contra Gram

negativos

Fonte: Autor

Figura 43: Antibiograma de IRx2 com antibi6ticos contra Gram positivos e contra Gram

negativos

Fonte: Autor

Observa-se especialmente no caso do microrganismo 1A3 (Figura 41), 1A7 (Figura 42) e
IRX2 (Figura 43) que a inibicdo ocorreu por mais antibidticos e com halos maiores quando o

disco para antibiogramas continhas 0s antibioticos contra bactérias Gram negativas.
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6.5 Producdo de Amilase

Todas as linhagens apresentaram crescimento em meio amido e demonstrando pequenos
halos de clareamento ao redor das col6nias. Entre as bactérias que melhor se desenvolveram
nesse meio, com o amido como Unica fonte de carbono disponivel, encontram-se IRx1, 1A5, IA6
(Figura 44) e IB1/IB2, IRs1 e IRs3 (Figura 45).

Figura 44: Crescimento em meio Amido de IRx1, IA5 e IA6

Ipé Roxo
Tabebuia avellanedae

Ipé Amarelo
Tabebuia chrysotricha

Ipé Amarelo
Tabebuia chrysotricha

Fonte: Autor
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Figura 45: Crescimento em meio Amido de 1B1/IB2, IRs1 e IRs3

Ipé Branco

Tabebuia roseo-alba

Ipé Rosa
Tabebuia impeliginosa

Ipé Rosa
Tabebuia impetiginosa

Fonte: Autor

As linhagens isoladas inoculadas em Meio Amido tiveram um crescimento relativamente
rapido, sendo que o registro fotografico foi realizado com 72 horas de incubagdo. Tornando
visivel também um pequeno halo de clareamento ao redor das coldnias, halo este indicativo da

producéo de amilase.

6.6 Producéo de Xilanase

Nos experimentos realizados com finalidade de detecgéo da capacidade de produgéo das
enzimas degradantes de xilano, nenhuma das linhagens apresentou atividade detectavel pelo

método utilizado. Ressalta-se que a literatura relata diversos integrantes do grupo dos Bacillus
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como potenciais produtores dessas enzimas, como descrito na revisdo bibliografica do presente
trabalho. A linhagem Paenibacillus terrae também € descrita como potencial produtora dessas
enzimas, porém também foi obtido com essa linhagem resultado de producdo negativo.

6.7 Producdo de Celulase

Os resultados dos estudos sobre a producdo de CMCase (endoglucanases) ndo detectaram
a capacidade de degradacgéo do substrato CMC por nenhuma das linhagens testadas. Assim como
ocorreu nos testes para producdo de xilanase, apesar dos relatos em literatura da potencialidade
dos isolados, os resultados foram negativos para a producgédo dessas enzimas.

Observa-se que as analises de produgdo enzimatica, apesar dos relatos da literatura de
alguns dos isolados, como o Paenibacillus terrae, serem considerados produtores, nenhum dos
microrganismos de trabalho demonstraram capacidade de producdo desse grupo de moléculas
degradantes de xilano e CMC. Porém nos testes que tiveram como objetivo observar a capacidade
de degradacdo de amido, todas as linhagens de endofiticos demonstraram capacidade de
crescimento em meio Amido, alguns microrganismos como o0s IRX1, A5, 1A6, IB1, IRS1 e IRS3
também produziram pequenos halos de clareamento, indicativos da degradacdo do amido,
demonstrando a viabilidade de maiores estudos sobre a producdo enzimatica pelas linhagens

isoladas.

6.8 Cultivo em Mesa Incubadora Rotativa

Foram selecionados dentre os isolados dois microrganismos para estudos em meio de
cultura liquido. Essa selecéo decorreu levando em consideragdo a quantidade do produto, no caso
a producdo de pigmentos por Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus (1J1), producéo
essa que era visivel mesmo em meio solido na fase de isolamento. Outro critério adotado foi o
resultado dos testes de inibicdo microbiana, o microrganismo Paenibacillus terrae (IB1/2)
conseguiu gerar os halos de inibicdo mais visiveis contra 0s microrganismos Gram positivo e
negativo e contra o fungo leveduriforme testado.

Os cultivos em mesa incubadora rotativa com P. minioluteum tiveram inicialmente a
finalidade de verificar a produgédo do pigmento em diversos meios de cultura diferentes. Foram

testados nove diferentes meios nas mesmas condic¢des de cultivo (28 °C, 200rpm, 72h), foram
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observadas as producGes mensuradas pela absorbancia ao final dos cultivos, levando-se em
consideracdo também a biomassa final (Cx). Os resultados desse grupo de experimentos seguem
descrito na Figura 46.

Figura 46: Concentracdo de Cx e Absorbancia em 510 nm em 72h de cultivo em 9 diferentes

meios de cultivo de Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus (1J1).
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Observa-se que o meio com menor indice de absorbancia foi o meio Amido (0,325),
porém a concentracdo celular foi a terceira mais elevada (10 g/L). O meio que apresentou
maiores indices de absorbancia foi o ISP2 atingindo Abs de 3,806 (medida em 510nm) com Cx
de 6,80 g/L. Ressalta-se também a capacidade de producdo observada no meio Malte 2%,
atingindo 1,33 de Abs com Cx de 7,89 em um meio que tem em sua composicao apenas 20g/L de
Extrato de Malte.
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Os cultivos de Paenibacillus terrae (IB1/2) foram realizados em meio ISP2. Esse meio de
cultivo foi o meio de isolamento e também o meio de cultivo que propiciou os resultados de
inibicdo bacteriana e fungica.

Foram observados dados como concentracao celular variando com o tempo para verificar
as etapas de crescimento bacteriano, juntamente as medidas das concentracfes de Cx e das fontes
de carbono (Cs) e também o pH variando com o tempo ao longo do cultivo, como pode ser
observado na

Figura 47 e Figura 48. As condicdes utilizadas foram agitacdo de 200 rpm, temperatura constante
de 28 °C.

Figura 47: Perfil de variacdo de Cx e do pH no decorrer de 96h de cultivo em meio ISP2 de
Paenibacillus terrae (1B1/1B2)
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Fonte: Autor

Salienta-se que o pH sofreu variagéo no decorrer do cultivo, sendo que o pH inicial foi 6,9

(Oh), caiu para 5,7 com 8h de cultivo e chegou a 8,0 em 72h de experimento, coincidindo com 0s
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momentos de maiores variacbes de Cx. Outro ponto interessante € que Cx se mantém

praticamente constante a partir de 24 horas de cultivo.

Figura 48: Perfil de variacdo de Cx e da concentracao das fontes de carbono no decorrer de
96h de cultivo em meio ISP2 de Paenibacillus terrae (1B1/1B2)

Fonte: Autor

Nas analises das concentracdes de fontes de carbono, observa-se que a glicose chega ao
zero em apenas 8 horas de cultivo, s6 entdo iniciando o consumo de maltose, a segunda fonte de
carbono a ser consumida. Este tem a primeira queda registrada de sua concentracdo em 16 horas
de cultivo e se esgota em 64 horas, indicando que o microrganismo apresenta comportamento
diatxico nas condigdes testadas.

Quanto ao cultivo de Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus (1J1) em meio
liquido, as mesmas condigdes do cultivo de P. terrae (IB1/1B2) foram mantidas, meio ISP2, 200

rpm e 28 °C. Este experimento teve como objetivo observar a concentracdo celular, pH e
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absorbancia variando com o tempo (Figura 49), além de possibilitar o estudo do consumo das

fontes de carbono disponiveis (Figura 50).

Figura 49: Perfil de crescimento, e variacdo de pH e absorbancia obtidos no cultivo em meio

ISP2 de Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus (1J1)
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Figura 50: Perfil de Cx e Cs no cultivo de Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus
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Esse experimento possibilitou a observacdo do tempo de duracdo da fase exponencial de
crescimento do fungo (de aproximadamente 24 horas). Foi possivel notar que a producdo de
pigmento inicia-se quando cessa a fase log. Observou-se também que as duas fontes de carbono
disponiveis sdo consumidas em 24 horas de cultivo, sendo a glicose aparentemente consumida
primeiro, para entdo a maltose ser consumida, demonstrando possivel diauxia também desta

linhagem.

6.9 Separacdo dos Principais Compostos

Foi observada na tentativa de separacdo em fase aquosa do pigmento vermelho produzido
por Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus (1J1), que a coloracdo vermelha do caldo
de cultivo migrava em totalidade para a fase aquosa tanto quando em contato com acetato de
etila, quanto quando separada com butanol.

Foi realizada também a separacdo do caldo de cultivo gerado pelo Paenibacillus terrae
(IB1/IB2), neste processo de separacdo, sera realizada a observacdo do extrato com atividade

através da inibigdo de Candida albicans e células tumorais pelos extratos.
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Também foram realizados testes com o caldo de cultivo bruto, contra parasitos do género

Leishmania, descritos no Anexo VII.

6.10 Producéo de Substancias com Atividade Citotdxica

Mediante os resultados de inibicdo microbiana e interesse em confirmacdo da néo
toxicidade do produtor de pigmentos, foram submetidos a analises de capacidade de inibicdo de
células tumorais, as linhagens Paenibacillus terrae (IB1/IB2) e Penicillium
minioluteum/Talaromyces minioluteus (1J1). O Paenibacillus terrae mostrou-se eficaz contra as
trés linhagens celulares contra as quais foi testado. O método MTT indica viabilidade de maiores
estudos quando a inibicdo superior a 75% ocorre em para duas das linhagens celulares. Ressalta-
se que o caldo bruto de cultivo de P. terrae inibiu as células com inibicdes de 97,36% para HCT,
86,64% para células SF295 e 94,37% para OVCARS, demonstrando assim a importancia e a
viabilidade de maiores estudos com este intuito (Anexo Il1).

Ainda sobre as capacidades de inibicdo de células carcinogénicas, maiores estudos sdo
incentivados devido ao fator producdo. A produtividade dos microrganismos é outro fator que
merece atengdo, para drogas antitumorais como halicondrinas (droga candidata) extraidas de
esponjas do mar (Lissodendoryx), o rendimento é de aproximadamente 1,5mg do composto por
kg de esponja, sendo que para o tratamento de um Unico paciente sdo necessarios quase 5kg da
droga, a producdo via microbiana é muito mais viavel, mas ndo s6 pelo fator producdo, mas
também pela qualidade dos compostos produzidos e menor custo (GRANATO e colaboradores,
2013).

O fungo Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus (1J1) ndo demonstrou nenhum

potencial de inibig&o contra as linhagens celulares testadas (Anexo IlI).

6.11 Producéo de Substancias com Atividade Anti-Leishmania

No estudo que observou a capacidade de inibicdo do caldo de cultivo do microrganismo
P. terrae (IB1/IB2), foi detectada a inibicdo da forma promastigota do parasito do género

Leishmania, atingindo indices mais altos que o controle realizado com Glucantime® (com
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aproximadamente 500 parasitos vivos) utilizando 500ug e 250 pg (com aproximadamente 300 e

250 parasitos vivos respectivamente) do caldo de cultivo bruto e seco (Anexo VII).

6.12 Identificacdo do Pigmento

Nos experimentos para identificacdo da estrutura responsavel pela coloracdo de
Penicillium minioluteus, o extrato aquoso do caldo de cultivo foi inicialmente analisado no
equipamento Combiflash, capaz de promover a separacdo de amostras baseado no comprimento
de onda (Abs por UV). Foram obtidas diversas amostras através da separa¢do baseada no
espectro de UV do caldo de cultivo injetado na coluna C18, os resultados encontram-se ilustrados

na Figura 51.

Figura 51: Analise por Combiflash do pigmento vermelho em extrato aquoso de Penicillium

minioluteum/Talaromyces minioluteus (1J1)
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Fonte: Autor

Posteriormente foram realizadas analises de RMN *H (D,O, 400 MHz) com as amostras
que apresentaram picos diferenciais detectados por UV durante as analises separativas em
Combiflash.

Foram escolhidas as amostras que pertenciam a uma mesma regido de pico
cromatografico. Foram analisadas as amostras 1 e 2 (Figura 52), 16 a 20 (analisadas 3 vezes e

demonstrados nas Figura 53) e 35 a 37 (Figura 54).
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Figura 52: Anélise de RMN 1H (D20, 400 MHz) das amostras 1 ¢ 2
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Fonte: Autor

Figura 53: Analise de RMN 1H (D20, 400 MHz) da amostra 16 a 20
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Fonte: Autor
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Figura 54: Analise da RMN 1H (D20, 400 MHz) da amostra 35 a 37
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Fonte: Autor

Na Figura 55 observa-se sinais na regido de 6 0.8 - & 8.0, enquanto no espectro

apresentado na figura 55 observa-se sinais mais intensos na regido de deslocamento quimico 6

4.1- 6 3.84.

Figura 55: Analise de RMN 1H (D20, 400 MHz) detalhe das amostras de 35 a 37
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Fonte: Autor

Figura 56: RMN 1H (D20, 400 MHz) detalhe das amostras de 35 a 37
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Fonte: Autor

Como pode ser observado, a analise dos espectros de RMN nao levou a identificagdo do
pigmento, porém ¢ possivel observar que o composto apresenta poucos atomos de H, uma
possibilidade para determinagdo do mesmo seria a realizagdo de experimento de carbono e
bidimensionais, como HSQC e HMBC nos quais se observam correlagcdes de C-H diretamente
ligados ou distantes a duas ou trés ligacdes respectivamente. Porém para tais andlises sdo
necessarios uma quantidade maior de amostra.

Outra analise realizada com os extratos foi CLAE-UV com processamento através do
software SHIMADZU CLASS-VP. Os cromatogramas obtidos com MeOH (metanol) como fase
movel das amostras 1 e 2 estdo representados na Figura 57, Figura 58 e com H,0 na fase mével

na Figura 59.
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Figura 57: Analise de RMN das amostras 1 e 2 com MeOH na fase mével
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Figura 58: Andlise de RMN das amostras 1 e 2 com MeOH na fase movel
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Figura 59: Analise de RMN das amostras 1 e 2 com H20 na fase mével
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Fonte: Autor
Da mesma maneira que os testes que utilizaram as amostras 1 e 2, foram realizados

cromatogramas com as amostras 16 a 20 e 35 a 37. Os cromatogramas podem ser vistos nas
Figura 60 (amostras de 16 & 20) e Figura 61 (amostras de 35 A 37).
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Figura 60: Analise de RMN das amostras 16 a 20 utilizando H20 na fase movel
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Fonte: Autor

Figura 61: Anélise de RMN das amostras de 35 a 37 utilizando H20 na fase movel
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As anéalises por CLAE-UV foram repetidas com metanol na fase movel, Coluna:
PHENOMENEX Phenyl-Hexyl 5u 100A 250x4,6 mm PART NUMBER 00G-4257-E0 S/No

376691-3, Equipamento: SHIMADZU LC-10AD equipado com um detector por
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espectrofotometria de ultravioleta SCL-10A (SHIMADZU) UV: 190-800 nm/monitorado: 210 e
504 nm (corante méaximo); Solvente A: H,O; Solvente B: MeOH. Os dados foram processados
através do software SHIMADZU CLASS-VP, porém foram obtidos os mesmos perfis
cromatograficos.

Uma vez que as analises realizadas a partir do caldo de cultivo ndo possibilitaram a
identificacdo da substancias, optou-se entdo pela utilizacdo de amostras obtidas através de micro
extracdo diretamente das colonias de Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus
cultivadas em meio agar ISP2, utilizando o pigmento sem estar em contato com o meio de cultivo
para realizagdo de novo RMN.

O fungo Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus/Talaromyces minioluteus foi
cultivado no meio ISP2 (Tabela 1) por 7 dias a 28 °C. A morfologia de crescimento do
microrganismo com 168 horas de crescimento, a coloragéo do agar e 0 exsudato podem ser vistos
na Figura 62. Os perfis de RMN obtidos encontram-se na Figura 63 e mais detalhadamente na

Figura 64.

Figura 62: Morfologia de Penicillium/Talaromyces minioluteum (1J1) cultivado em meio
ISP2

Fonte: Autor
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Figura 63: Perfil de RMN gerado da analise do exsudato extraido diretamente das col6nias
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Fonte: Autor

Figura 64: Perfil detalhado de RMN gerado da anélise do exsudato extraido diretamente das

il

colbnias de 1J1

Fonte: Autor
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Apesar das tentativas de concentrar as amostras e da extragcdo do pigmento diretamente
das coldnias, ndo foi possivel obter uma leitura clara para favorecer a identificacdo do mesmo.
Dessa maneira demonstrou-se a baixa concentracdo do mesmo, apesar da coloracdo forte e
avermelhada.

O estudo da producdo de pigmentos obteve apenas uma linhagem produtora no meio de
cultivo de isolamento. O fungo isolado das folhas de Hymenaea courbaril, identificado como
Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus apresentou a producéo visivel de pigmento de
cor vermelha na fase de isolamento. Pigmentos em uso na atualidade sdo em grande maioria
sintéticos, porém o valor agregado a produtos naturais é maior, além da maior aceitacdo do
consumidor.

Ressalta-se que 0s pigmentos naturais sao comumente de origem vegetal e, uma vez que
as variacOes climaticas como o aumento de temperatura e a mudanca quantidade e das regides de
precipitagdo hidrica podem provocar mudangas e dificuldades nos cultivos de espécies vegetais
essenciais para a obtencdo de pigmentos. Dessa maneira, 0s corantes de origem microbioldgica
podem ocupar um papel de extrema importancia para diversas indudstrias.

O fungo endofitico P. minioluteum isolado neste trabalho ndo apresentou indicios de
atividade antimicrobiana tanto para bactérias Gram positivas quanto para bactérias Gram
negativas, também ndo sendo capaz de inibir o crescimento do fungo Candida albicans,
demonstrando potencial para ser testado contra células tumorais, de replicacdo mais rapida
comparadas com células normais, dessa maneira mais sensiveis a determinados agentes
citotdxicos, sendo também negativo o resultado da ag&o antitumoral.

O conjunto de resultados negativos indica a viabilidade da continuidade das pesquisas
visando a identificacdo do pigmento, estudo da micotoxicidade e com resultados positivos o
desenvolvimento do processo de producgéo, visando maiores quantidades de pigmento e utilizagéo
de substratos de menor baixo custo. Porém ainda sobre a linhagem flngica deste trabalho e
concentracdo de molécula corante, a dificuldade de identificacdo do pigmento pode ser explicada
pela baixa concentracdo de pigmento no caldo. Ressalta-se ainda que apesar da concentragao
insuficiente para identificacdo, a coloracdo vermelha era intensa em todos os cultivos realizado,

revelando o grande poder corante.
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7 Discussao

Ap0s andlise dos resultados pode-se ressaltar que o Brasil é detentor de biomas que se
encontram entre as maiores diversidades bioldgicas e consequentemente microbiologicas do
planeta. Pensando-se apenas nos integrantes da flora, encontram-se motivos suficientes para
justificar as pesquisas com esse vasto material. A exemplo de trabalhos com extratos vegetais,
combinacOes desses extratos provenientes de Stryphnodendron adstringense Hymenaea
courbaril demonstraram potencial inibitério contra a bactéria meticiclina-resistente S. aureus
(MRSA) 31,25mg/ml de concentracdo minima inibitéria (ALEIXO e colaboradores, 2013).

A microdiversidade encontrada nas folhas das quatro espécies de ipés em suma, foi de
microrganismos nédo relatados como endofiticos e mais especificamente ndo foram encontrados
na literatura referencias das linhagens isoladas com as espécies de Tabebuia sp. O mesmo
ocorreu sobre o microrganismo isolado das folhas de jatoba, o fungo Penicillium
minioluteum/Talaromyces minioluteus (Gnico endofitico que pode ser isolado desta arvore
utilizando meio ISP2), que ndo foi encontrado na revisdo bibliografica, relatado como endofitico.

O género Bacillus foi o predominantemente obtido no isolamento proveniente das folhas
dos Ipés. O isolamento de um género predominante ndo é descrito apenas com microrganismo
endofiticos. JIN e colaboradores (2014) relata o isolamento desse género de amostras de
esponjas do mar, relatando atividade de 5 isolados pertencentes ao género Bacillus contra
organismos eucariontes, as diatomaceas Amphora spp., Nitzschia closterium, Sellaphora spp. e
Stauroneis spp.

Interessantemente, 15 das bactérias isoladas neste trabalho pertenciam ao género Bacillus
spp.. Porém, nos experimentos aqui relatados, apesar de serem do mesmo género, a maioria das
espécies isoladas apresentaram suas regides do DNA 16 S, por¢do do material genético utilizada
para identificacdo, compativel com mais de um microrganismo catalogado no GenBank. Outros
trabalhos também obtiveram resultados de identificacdo similares.

Bactérias como Bacillus cereus e B. pumilus, isolados nesse trabalho, e outras do género,
sdo de relevancia para a industria alimentar, em especial a inddstria de derivados lacteos. DE
JONGHE, e colaboradores (2010), citam essas bactérias como alguns dos principais
contaminantes da indudstria produtoras de leite, uma vez que sdo formadoras de esporos e

resistente a processos como a pasteurizagao.
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A linhagem de Paenibacillus beijingensis, isolada por WANG e colaboradores (2013),
foi encontrada na rizosfera (solo) e identificada utilizando o DNA 16S, porém 6 espécies foram
encontradas com compatibilidade acima de 96% (Paenibacillus peoriae DSM 8320T (99.05 %),
Paenibacillus jamilae DSM 13815T (98.86 %), Paenibacillus brasiliensis DSM13188T (98.55
%), Paenibacillus polymyxa DSM 36T (98.74 %), Paenibacillus terrae DSM 15891, (97.99 %) e
Paenibacillus kribbensis JCM 11465T (97.92 %). Neste caso foi constatado que o isolado era
uma especie nova, esse fato demonstra a importancia da continuidade dos trabalhos com as
linhagens endofiticas de provenientes das folhas de Tabebuia sp.

LORENTZ e colaboradores (2006) realizaram um trabalho para observar a capacidade de
produzir substancias antimicrobianas com 55 isolados da agua e do solo, pertencentes ao género
Paenibacillus, 25 desses isolados apresentaram alguma atividade antibacteriana, enquanto 14
conseguiram inibir o crescimento de fungos. Esses numeros demonstram a importancia de
estudos mais aprofundados com esse género bacteriano, inclusive a prospec¢do de novas
linhagens e novas capacidades de produgéo.

O isolado identificado como Paenibacillus terrae demonstrou capacidade de producéao de
compostos com bioatividades descritas na literatura, por exemplo a capacidade de inibir o
crescimento de bactérias Gram positivas e Gram negativas, como também descreve o trabalho de
LOHANS e colaboradores (2014). O fato de o P. terrae ter gerado os maiores halos de inibicéo
das bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e do fungo leveduriforme Candida
albicans foram gerados pelo microrganismo identificado como Paenibacillus terrae. Esse fato foi
0 que justificou o envio de amostras para serem testadas no laboratério da Universidade Federal
do Ceara para verificar a presenca de atividade antitumoral.

Entretanto, em contraste com a literatura, ndo foi observada a produgéo de xilanases. A
producdo desse grupo de enzimas é descrita no trabalho de SHIM e colaboradores (2012). Esse
estudo sequenciou o genoma de uma linhagem de P. terrae, citado por ele como o melhor
produtor de xilanase, de um grupo de isolados de residuos no solo da floresta de Gara Mountain
(ao nordeste da cidade de Dohuk, Iraque).

Outros autores também relatam a producdo de outras enzimas celuloliticas por
Paenibacillus terrae em condicGes anaerobicas e aerdbicas. LIANG e colaboradores (2014)
descreve o P. terrae como o maior produtor de CMCase entre 22 isolados atingindo 2.08 U/mL

de enzima. Nos testes realizados neste trabalho foram utilizados os mesmos substratos e 0 mesmo
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método analitico, porém nao foi detectada a producdo de CMCase por Paenibacillus terrae ou
por qualquer outro isolado.

Quanto a producdo de outras enzimas, as linhagens IB1, IB2, IB3, IB6, IB7apresentaram
halos indicativos da producdo de amilase mais visiveis e em menor tempo (24h de crescimento,
enquanto as outras linhagens apenas com 72h), sugerindo maiores estudos para quantificar a
producdo de amilase por essas linhagens.

Os pigmentos utilizados atualmente nas industrias alimenticias e farmacoldgicas sdo
quase que exclusivamente de producdo sintética. Fungos como 0s pertencentes aos géneros
Talaromyces spp. e Penicillium spp. entre outros, sdo relatados como grandes produtores de
pigmentos, porém em contraste com os resultados obtidos com o fungo endofitico isolado nesse
trabalho, apresentam relatos de micotoxicidade, ndo sendo aprovados como ingrediente alimentar
na Unido Europeia ou nos Estados Unidos, grandes mercados consumidores. (ARAI e
colaboradores, 2013).

Recentes estudos demonstram ainda bioatividades antiflngicas, antibacterianas e até
mesmo antioxidantes provenientes de Monascus spp., espécies cujos pigmentos encontravam-se
estudados para uso em alimentos, porém também foi contatada citotoxicidade gerada pelo
composto citrinina. Entretanto, esses fatos ndo ofuscam a possibilidade dos pigmentos de origem
microbioldgica como alternativa vidvel aos compostos sintéticos atualmente utilizados,

demonstrando a importancia de maiores estudos.

8 Concluses

A partir dos resultados obtidos pode se afirmar que os microrganismos endofiticos
possuem uma grande diversidade de espécies ainda ndo relacionadas a esse grupo, além de serem
uma fonte de metabdlitos de interesse ainda pouco explorada e com grande potencial
biotecnologico de aplicagédo.

O potencial da descoberta de novas espécies e moléculas, vinculado ao estudo dos
microrganismos endofiticos é corroborado pelos resultados apresentados nesse trabalho.

Resultados importantes como as atividades antitumorais e antiparasitarias os obtidos com P.
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terrae e a producdo de pigmentos produzidos pela linhagem fungica isolada, sdo indicativos da
validade da pesquisa e da importancia da continuidade dos trabalhos.

Desta maneira conclui-se que o trabalho de Bioprospeccdo de espécies microbianas
endofiticas de arvores do Cerrado é de extrema importancia tanto para pesquisas de base quanto
para as possiveis aplicacdes nas diversas areas industriais que podem utilizar de alternativas
biotecnoldgicas em seus processos de producdo. Como consideracédo final, observa-se também a
viabilidade da continuacgéo dos trabalhos com as linhagens isoladas, ndo s6 com Paenibacillus
terrae e com Penicillium minioluteum/Talaromyces minioluteus, mas também com os demais

microrganismos, uma vez que todos os isolados apresentaram algum tipo de bioatividade.
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Anexo 11

Sequenciamentos de DNA bacteriano realizados sem necessidade de extragédo de DNA:

Sequenciamento 1B3:
ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTANGGGAAGAA
CAATGCGAGAGTAACTGCTCGCA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCAT
TGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT
GGGGAGCGAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTA
GTGCTGAAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT

TTACTT

Sequenciamento 1B5:
CACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAA
CATATGTGTAAGTAACTGTGCAC
ATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCA
TTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGCAGAGATATGGAGGA
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ACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGT
GGGGATCAAACAGGATTAGATAA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

Sequenciamento IB7:
GAGTGATGAAGGTTCTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGA
AGTAACTGCTCGCACCTTGACGGT
ACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAAC
CGGGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGC
TAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG

Sequenciamento 1A2:
CGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTANGG
GAAGAACAAGTGCGAGAGTAACT
GCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT
GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCG
AAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT
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AGATAACCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCGG
CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCA
TTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAGCGGTGGAGCAT

GTGGTTAAT

Sequenciamento 1A3:
CTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAGTGCTAGTTGAA
TAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTT
CCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCG

Sequenciamento IRS2:
GCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGTGGAAGAACG
CTTGCGAAGTAACTGCTCGCAAG
GTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCCTTGTAAGTCTGTCGTTTAAACTCGG
AGCTCAACTTCGAGTCGAGATGG
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AAACTGCAAAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACC

Sequenciamento IRX1:
TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGTATTGAATAAGCTGGCACC
TTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG
CAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG

Sequenciamento IRX2:
GCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGACAAG
TGTATTGAATAAGCTGGCACCTT
GACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTATCAGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG
CTCAACCGTGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATATGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGACTTACTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGG

TAGTCC

Sequencias que tiveram que ter o DNA extraido

Sequenciamento 1A1:
GCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAG
TGCGAGAGTAACTGCTCGCACCT
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
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ATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTG

GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA

Sequenciamento 1A4:
GATGGACGAAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGT
AAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
AATACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTT
CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCA
CGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAA
GCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGCAA
CTCAGAGGAATTGACGGTGGGCC

GCACAAGCGGTGGAGCATGTG

Sequenciamento 1A5:
TCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGT
TAGGGAAGAACAAGTACGAGAGT
AACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
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AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
CGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

GGATTAGATAACC

Sequenciamento 1A6:
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGA
TGCGGTTAATAACCGCGTCGATTG
ACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
GAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGC
TTAACCTGGGAACTGCATTTGAA
ACTGGCAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCTGGAGGAATACCG
GTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

AGTCCACGCCGTAAACGATGTCG

Sequenciamento IA7:
TCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAACTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGA
ATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCA
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
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ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGC
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACCGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGT
TTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT
AACGCATTAAGCACTCCGCCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGANACTCAAGGGA
ATTGACGGGGGGCCCGCAACAGCG

GTGGAGCATGTGGTTTA

Sequenciamento 1B1:
TCGATGGGCGAAAGCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAGCTCTGTTGCCAGGGNAAGA
ACGTCTTGTAGAGTAACTGCTACAAGAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG
GCTCTTTAAGTCTGGTGTTTAATC
CCGAGGCTCAACTTCGGGTCGCACTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGAGGA
GAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTA
ACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTA
GGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTT
GGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGGAAGACTGA
AACTCAAAGG

Sequenciamento IB2:
ACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGG
GAAGAACGTCTTGTAGAGTACTG
CTACAAGAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCG
TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTAAGTCTGGTGTTT
AATCCCGAGGCTCAACTTCGGGT
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CGCACTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGATATGTGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATAA
CCCTTGGTTGCCG

Sequenciamento 1B4:
CGATGGACGAAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCG
TAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGG
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC
CACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAA
AAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG

Sequenciamento 1B6:
ACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGG
GAAGAACAAGTGCGAGAGTAACT
GCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTG
TAGCGGTG
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Sequenciamento IRS1:
CGATGGACGAAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCG
TAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGG
AAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGT
AACTGACACTGAGGCGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTT
TAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAAGCTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGC

CCGCACAAGCGGTGGAGCATGT

Sequenciamento IRS3:
TGATGGACGAAAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCG
TAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTTGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAA
AGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
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Anexo 11

Universidade Federal do Ceara

A

-

LOE

Laboratdrio de Oncologia Experimental

FORMULARIO DE IDENTIFICACAO DE AMOSTRA

- Teste de citotoxicidade in vitro em linhagens celulares de cancer —

Data de recebimento: /

Protocolo N°:

PROCEDENCIA

Data de envio 09/10/13
Convénio
Solicitante Luis Henriqgue Romano

Telefone de contato

16-98812-9169

e-mail

Rickromano ha@hotmail.com

INFORMACOES GERAIS

Caodigo adotado pelo solicitante

Quantidade enviada (mg) 25 mg
Tipo
B Extrato Bruto (1 Oleo Essencial
[ Fragdo Cromatografica [J Substancia Pura
Solubilidade soltvel em &gua
Origem

[ Planta B Microrganismo

[0 Organismo Marinho [ Sintese

Local da coleta

Sédo Carlos Sao Paulo

Data da coleta

03/06/11

Familia, género e espécie

Penicillium sp

121



mailto:Rickromano_ha@hotmail.com

Nome(s) popular(es) Fungo Filamentoso

Uso popular

SUBSTANCIA PURA-INFORMACOES QUIMICAS

Nomeclatura

Formula quimica / Peso molecular

Estrutura quimica

INFORMACOES ADICIONAIS

Bibliografia relacionada

Data prevista para defesa de tese ou | 30/03/2015
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CITOTOXICIDADE IN VITRO

OBJETIVO
Verificar a citoxicidade in vitro de substancias puras em trés linhagens de células
tumorais. Essa analise faz parte de um screening inicial para determinacdo do potencial

antitumoral destas amostras.

MATERIAL
Celulas: As linhagens tumorais utilizadas, OVCAR-8 (carcinoma de ovario), HCT-116
(célon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foram cedidas pelo Instituto Nacional do
Céancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro
fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO..
Amostras: As amostras foram diluidas em agua e DMSO. Os extratos foram testados na

concentragdo Unica de 50ug/mL.

METODO

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN e colaboradores., 1990). E um método réapido, sensivel e barato.
Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabolico da célula. E uma anélise colorimétrica baseada na conversio do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de
enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico
pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de agéo
(BERRIDGE e colaboradores., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 X 10° cél/mL para as linhagens
OVCAR-8 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-116. As placas foram incubadas
por 72 horas em estufa a 5% de CO,a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e
0 sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solucdo de MTT (sal de
tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apo6s dissolucdo do

precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.
124



Anélise Estatistica
Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média (DPM) da
porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.

RESULTADOS

A atividade citotdxica das amostras estd apresentada na Tabela 1, com seus respectivos
percentuais de inibi¢do. Apenas os extratos que apresentarem valores de inibigdo > 75 % em pelo
menos duas linhagens tumorais (elevado potencial citotoxico) sdo escolhidas para avaliacbes
subsequentes, valor esse considerado como cut-off para o screening de novas substancias com

potencial antitumoral.

Tabela 1 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés linhagens

tumorais. Valores sdo média + DPM.

Amostra HCT SF 295 OVCARS
_ __ISD __|SD __|ISD
N° | Identificacdo GI1% média GI1% média GI1% média
P. minioluteum/T. minioluteus (1J1) |15,11% 3,41% |35,98% 0,93% | 4,43% 0,77%
Paenibacillus terrae (1B1/2) 97,36% 0,32% |86,64% 2,49% | 94,37% 2,21%
CONCLUSAO

Dentre as amostras analisadas, a amostra 3 apresentou potencial citotéxico nas trés

linhagens celulares testadas e se dara continuidade a avaliacao.
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1. Objetivos

e |dentificagio de uma linhagem de fungo filamentosos utilizando sequenciamento ¢ andlise filogendticn
de fragmentos de genes do operon ribossomal,

2. Mctodologia utilizada

e Extraglio de DNA gendmico. O DNA gendmico das amostras foi extraido de acordo com o protocolo
descrito por Raeder & Broda (1985).

*  Amplificachio da regifio ITS1-5.85-ITS4. A matodologia consistiu na amplificagio pela meodologia
de PCR, utilizando como molde o DNA gendmico extraido dirctamente da amostrn. Os peimers
(oligonucleotideos sintéticos) utilizados parn a reagdo de PCR foram ITS-1 ¢ ITS4 (para a smplificacio
da regifio 1TS) para a amostra de CPQBA 834-13 DRM 01.

¢  Sequencinmento. Os fragmentos amplificados fornm a seguir purificados ¢ submetidos dirctamenie ao
sequenciamento em sequenciador automatico ABI3SOOXL Scrics (Applied Biosystem). Os primery
utilizados para o sequencismento foram ITS-1 ¢ ITS-4.

. Anilhemogcmlu Mleqmmpudmsdamkrrsmudufmmmmdumumcwmg
{sequéncia unica combinando os diferontes fragmentos obtidos) ¢ comparada com as sequéncias de
organismos representados nas bases de dados do Genbank (hup/www.isshinlmnib gov) ¢ CBS
(hitp/www chs knmw.nl/), As soquénciss foram alinhadas wtilizando o programa CLUSTAL X
(Thompson ct al., 1994) ¢ as andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA
versdo 4.0 (Tamura et al., 2007), As matrizes de distincia evolutiva foram calculadas com o modelo de
Kimura (1980) e o construgio da arvore filogenética a partir das distincias evolutivas, foi feia pelo
método de Neighbor-Joining (Saiton & Nei, 1987), com valores de bootsirap calculados a paruir de
1.000 re-amostragens, utilizando o software de rotina mcluido no MEGA 4.0,

3. Resultados

e Fragmentos da regifio ITS da amostra CPQBA 834-13 DRM 01 foram amplificados com sucesso a
partir do DNA gendmico cxtraido da amostra. O material foi purificado em coluna (GFY PCR DNA amd
Gel Bamd Purification Kit, GE Healthcare) ¢ submetido a0 sequenciamento aulomatico no sistema
ABI3500XL Series (Applied Biosystem).

e A sequéncia de DNA da regidio ITSI-5.85-1TS4 obtida para » amosira CPQBA 834-13 DRM 01 esta
apresentada no Anexo 1. Esta sequéncia foi analisada usando a rotina BLAST do GenBunk ¢ o banco de
dados do CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre).

e A drvore filogenética construidn a partir da sequéncia da smostts CPQBA 834-13 DRM 01 ¢ das
sequéncias recuperadas no GenBank estd aprescatada na Figura 1.
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e O resultado de identificacdo para a amostra estd apresentado na tabela abaixo;

Amostra Identificagdio do cliente Resultado da identificagiio
CPOQBA 834-13 DRM 01 LH Talaronyses complexo mniolieus
(Penicilium comphexo awmolitéurn)

4. Comentarios

O sequenciamento do fungo filamentoso CPQBA 834-13 DRM 01 apresentou o seguinte resultado;

* A scquéncia parcial da regidio ITS da amostra CPQBA 834-13 DRM 01 apresentou 100% de
similaridade com sequéncias da mesma regido da espécie Penicillivm miniofutewm, depositadas no
banco de dados GenBank ¢ do CBS. Entretanto, ndo formou um agrupamento bem suportado para
definir a espécie mencionads acima (Figura 1). Especialistas ressaltam que atalmente o compiexo
minioluteus passa por uma ampla revisdo taxondomica. Assim, com base nos resultados das anilises
moleculares, a cultura CPQBA 834-13 DRM 01 pode ser identificada como Talaromyces complexo
mimioluteus! Penicilfium complexo miniolutenm, fases sexuada ¢ assexuada, respectivamente.
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Figura 1. Arvore filogenética demonstrando as relagdes cvolutivas entre as sequéncias parciuis dos genes
ribossomais da amostra CPQBA 834-13 DRM 01 ¢ de sequéncias de linhagens de micro-organismos
relacionados presentes nas bases de dados CBS ¢ Genbank.
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Anexo L. Sequéncia parcial do operon ribossomal.

>CPQBA 834-13 DRM 01

CTCCCACCCOTETCTCTTGAATACCCTGTTGCT TTGGCGGGCCCACCIGACCACCOCOGG
TOGCOGEGLGGTACTGOGOCCCOGGRGOCCGOGTCOGTCAGAGCGCCTCTGAACCCTAATG
AAGAAGCACTETCTGAGT CTACGATATAATTAT CAAAACT TTCAACAATGCATCTCTTOS
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Anexo V

As duas arvores filogenéticas representadas abaixo, foram elaboradas com base nos os
marcadores RPB1 e RPB2 para o isolado fungico disponibilizado para analise filogenética. O
isolado passou a ter um codigo de referéncia CML 2719, uma vez que foi depositado na Colegédo
Micoldgica de Lavras (Fiel Depositaria) com o cdédigo CML 2719.

Como pode ser observado nas arvores filogenéticas, as anélises demonstram que o isolado

pertence ao género Talaromyces e a espécie.

Figura X: Arvore filogenética 1 para o Isolado FJ1

100
g7 - CML 2719

— T. minioluteus CBS 642 68 T }

T. trachyspermus CBS 37346 T

T. convolutus CBS 100537 T

— T. purpurogenus CBS 266.36 T

1001l T purpurogenus CBS 122434

0.0z
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Figura X: Arvore filogenética 2 para o Isolado FJ1

&0 T. minioluteus CBS 64268 T
92 CML 2719
3 P. purpurogenum var. rubrisclerotium CBS 270.35 T
9 L—— T. minioluteus CBS 137.84
T. udagawae CBS 57972 T

1UUL P. mirabile CBS 624.72 T

1EID|T_ atroroseus CB5133450
IT_ atroroseus CBS133442 T
100 T. assiutensis CBS 14778 T
97 |
I T gossypii CBS 64580 T
7 r T. ucrainicus CBS 162.67 T
1DI3|—T. ohiensis CBS 12764 T

T. erythromellis CBS 644 80 T

om
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Anexo VI

Teste de atividade leishmanicida do caldo bruto de cultivo de Paenibacillus terrae. O
cultivo foi realizado em mesa incubadora rotativa em meio ISP2, nas condi¢Bes de 200 rpm, 28°
C, com tempo de cultivo de 72 horas.

Metodologia

Para os ensaios, o extrato bruto foi diluido em meio199 completo, em 10% de DMSO. Em
placas de 96 pocos, foi plaqueado 100 pL do extrato bruto nas concentragdes de 500 a 31,25
pg/mL. Em cada pogo, foi adicionado 10pL de parasitos na concentragdo de 6,3 x 10%. As
mesmas concentracdes foram utilizadas para o Glucantime® como droga de referéncia. O
controle negativo foi obtido a partir de cultura das formas promastigotas em meio 199 completo.
A atividade leishmanicida dos extratos foi avaliada pela inibicdo do crescimento de formas
promastigotas, indicada pela contagem do numero total de promastigotas vivas, ap6s 24h de
incubagdo a 26 °C, em camara de Neubauer em aumento de 400X. Cada concentracdo dos
extratos foi analisada em triplicata.

As doses do extrato bruto terdo suas concentracfes aumentadas até que seja determinado
um efeito inibitdrio do crescimento parasitario de 50% (IC 50).

Os resultados foram expressos com média £ EPM. Os resultados obtidos nos diferentes
experimentos foram analisados utilizando o programa PRISMA, versdo 5 - Graph Pad (2005)
(San Diego, Califérnia, USA) pelo teste ndo - paramétrico One-way ANOVA (One-Way analysis
of variance), pos-teste pelo método de Tukey (Compare all pairs of columns). A significancia
estatistica foi estabelecida em valores de p<0,05 (Figura 1).
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Figura 1: Resultados de inibicéo de parasita do género Leshmania por caldo de cultivo de
Paenibacillus terrae(1B1/1B2).

w 1500+ _
2 Bl Clucanfime
- 1200+ Hl Controle -
= B 500pg/mL
@ 900 Bl 250pg/ml
g w0 mm 125ug/mL
5 | B 62,5ug/mL
g 2004 31,5pg/mL
5

Z  0-

24 horas

Fonte: Fonseca, D.
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