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PALAVRAS-CHAVE: extratos, antioxidantes e antimicrobianos.

INTRODUCAO
Produtos naturais com fins terapéuticos e nutricionais sdo alvos de pesquisas que

buscam encontrar substancias com propriedades bioativas, provenientes do metabolismo
secundario do reino vegetal ou de micro-organismos. Endofiticos ou enddéfitos sdo
micro-organismos que residem em espacos do tecido intercelular de plantas, podendo
ser fungos, bactérias e até mesmo virus, entretanto fungos sdo os mais encontrados.
Endofiticos podem estar presentes em qualquer momento de suas vidas colonizando
alguma regido da planta como raiz, caule e folhas (CASSELA, 2014).

A busca por antimicrobianos é uma problematica complexa devido ao longo
periodo de tempo para o desenvolvimento destes produtos, sendo que a resisténcia a
antimicrobianos avanca em um espaco de tempo muito inferior em relacdo ao
surgimento de novos antimicrobianos. A importancia dos antioxidantes se d4 uma vez
que doencas surgem devido quantidade excessiva de radicais livres no organismo, e a
presenca de antioxidantes in vivo ndo é suficiente para impedir o surgimento de tais
doengas (DUARTE-ALMEIDA, et al, 2006).

Lippia origanoides Kunth é uma espécie de ocorréncia na regido do semi-arido
que apresenta atividade antimicrobiana, e seus extratos metandlicos inibiram o

crescimento de Candida albicans, Candida parapsilosis e Staphylococccus aureus
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(PINTO et al, 2013, SARRAZIN et al. 2015). O estudo do perfil quimico de uma planta
pode envolver também o conhecimento da sua microbiota, pois tais atividades podem
ser provenientes de substancias produzidas por micro-organismos e ndo substancias
consideradas como provenientes do metabolismo secundario da planta (KUSARI et al.,
2012 apud CASELLA, 2014). O presente estudo tem como objetivo realizar a avaliacao
da atividade antimicrobiana e antioxidante da comunidade fangica endofitica presente
nos caules e folhas da Lippia origanoides, com o intuito de selecionar os micro-
organismos mais promissores para estudos futuros de isolamento de metabolitos ativos.
Cabe destacar a importancia da descoberta de novas substancias com acdo
antimicrobiana, pois & conhecido o problema crescente da resisténcia de micro-
organismos aos medicamentos em uso. Segundo a Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) a resisténcia bacteriana € uma das principais ameacas a saude humana, pois as
bactérias sdo resistentes a maioria, ou até a todos, os antibidticos disponiveis no
momento (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE [OMS], 2014).

METODOLOGIA

1. Coleta e Isolamento de Endofiticos
Foram coletadas partes vegetais de diferentes exemplares da espécie L.
origanoides (LO), sob a supervisdo do Prof. Dr. Lenaldo Muniz de Oliveira. Apos
desinfecgdo, foram feitos recortes dos 6rgios vegetais para crescimento em meio Agar
Batata Dextrose (BDA) e Extrato de Malte Agar (EMA). A medida que ocorreu
crescimento dos endofiticos foi realizado repiques até obter fungos isolados. Apds o
isolamento dos fungos, a conservacdo foi feita através do método de Castellani,
repiques consecutivos e armazenagem em geladeira. Cada isolado recebeu um codigo,
que representava a planta do qual foi isolado (LO — se referindo a L. origanoides), um
namero se referindo a origem do mesmo (1: origem Milagres-BA; 2. origem
Jaguarari/Senhor do Bonfim-BA; 3 origem Santa Barbara-BA), a letra C para 0s que
foram isolados de caules ou F para os isolados de folhas; seguido do numero da placa
(sendo de 1 a 3) e o numero individual do fungo identificando a ordem em que foi
identificado na placa.
2. Obtencédo dos Extratos Brutos
Os extratos dos fungos isolados de caule e folha da L. origanoides foram obtidos
por cultivo em meio solido Agar Batata Dextrose (BDA) e Extrato de Malte Agar

(EMA), de acordo ao meio no qual o endofito foi isolado. Apos crescimento de 15 dias



em placas de petri, a cultura foi submetida a extragdo por maceracdo durante 48 horas,
com utilizacdo do acetato de etila como solvente extrator.
3. Triagem da Atividade Bioldgica
A triagem da atividade antimicrobiana foi feita frente aos patdgenos:
Staphylococcus aureus ATCC43300 (resistente a meticilina), Escherichia coli
CCMB261 (resistente a sulfonamida) e Candida albicans CCMB286 (resistente a
fluconazol e anfotericina B) sendo determinadas através do método de microdiluigdo em
caldo (CLSI, 2012a; CLSI, 2008), na concentracdo de 1 mg/mL. A triagem da atividade
antioxidante foi realizada por meio da utilizacdo de solucdo metandlica de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) a 40 ug/mL. A solugdo foi pulverizada em cromatoplacas
contendo os extratos a serem testados.
4. Triagem da Composicdo Quimica
Os extratos foram submetidos a analise por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) para determinacdo do perfil cromatogréfico, em eluicdo com mistura dos
solventes hexano e acetona (6:4). As solucdes de reveladores utilizados foram: solugéo
de anisaldeido-acido sulfdrico (AS), solucdo de NP-PEG, solucdo de Drangedorff
(DRB), hidroxido de potassio (KOH). As cromatoplacas foram reveladas apds obter os

extratos separados por CCD em placas de Silica Gel em aluminio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O resultado do isolamento obtido dos trés pontos de origem, 1LO (Milagres-

BA), 2LO (Jaguarari/Senhor do Bonfim-BA), 3LO (Santa Barbara-BA), totalizou 71
endofiticos. Foram obtidos extratos em acetato de etila de 36 endofiticos isolados de
Batata Dextrose e Agar (BDA) e Extrato Malte Agar (EMA). A avaliacio da atividade
antimicrobiana desses extratos em acetato de etila indicou que 26 extratos apresentaram
atividade antimicrobiana frente ao patdgeno S. aureus (ATCC43300). Destes 26
extratos, 13 também apresentaram atividade antimicrobiana para a C. albicans
(CCMB286). Nenhum dos extratos testados apresentou atividade frente a E. coli
(CCMB261). A diferenca dos resultados da acdo microbiana dos extratos frente aos
patdgenos gram-positivos (S. aureus) e gram-negativos (E. coli), pode ser explicada
pelas diferengas morfoldgicas presentes na estrutura celular, visto que a estrutura de
uma bactéria gram-negativa € bem mais complexa do que a de uma gram-positiva,
devido a presenca da membrana externa que dificulta a agdo antimicrobiana (PINTO,
2008).



Todos o0s extratos brutos que apresentaram atividade antimicrobiana
demonstraram também resultado positivo para atividade antioxidante. Os extratos 2LO-
Cl1.1 (Caule/BDA) e 1LO-C2.1 (Folha/BDA) apresentaram apenas resultado positivo
para atividade antioxidante. A presenca de metabdlitos das classes dos terpenos,
esteroides e acidos fendlicos e flavonoides foi detectada em todos os extratos ativos e da
classe das cumarinas apenas para 1LO-C3.1 (Caule/BDA). Alguns fungos apresentaram
semelhanca no perfil cromatografico por cromatografia em camada delgada e nos testes
de triagem da antioxidante e antimicrobiana, sugerindo que podem pertencer a0 mesmo
género ou espécie, sendo eles: 2LO - F1.2, 3LO - F3.1, 2LO - F3.2 (isolados de
folha/BDA); 2LO-C1.3, 3LO-C3.2, 3LO-C3.1, 1LO-C3.1 (isolados de caule/BDA) e
1LO - C2.1, 2LO - C3.2 (isolados de caule/EMA).

CONSIDERACOES FINAIS
Da microbiota endofitica oriunda de Lippia origanoides (71 isolados), 36 foram

avaliados frente ao seu potencial bioldgico e 26 apresentaram atividade antibacteriana
frente a S. aureus, 17 com atividade antifingica frente a C. albicans e 28 com atividade
antioxidante, com detec¢do da presenca de compostos fendlicos, terpenos e esteroides
em seus extratos. Estudos posteriores dos endofiticos mais promissores devem ser
conduzidos para o isolamento dos metabolitos ativos e identificagdo dos micro-

organismos.
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