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INTRODUCAO
Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (WHO) a resisténcia bacteriana € uma das

principais ameacas a salde humana, pois, as bactérias sdo resistentes a maioria, ou até a
todos, os antibiodticos disponiveis no momento, dificultando ou impedindo o tratamento
de infeccbes (WHO, 2014). Devido ao elevado numero de moléculas antibidticas que ja
foram encontradas em fontes naturais (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010), os
produtos naturais sdo um dos principais alvos de estudos de prospeccdo de novos
antimicrobianos. Entre eles estdo os endofiticos, que podem ser bactérias, fungos ou até
virus, encontrados em espacos intra-celulares de plantas medicinais, como: caule, folha,
flor e/ou raizes, ocorrendo uma relacdo de endossimbiose com o hospedeiro (AZEVEDO
& ARAUJO, 2007; HYDE & SOYTONG, 2008). Cabe ressaltar que cerca de 80% destes
fungos estudados produzem moléculas com propriedades de interesse farmacéutico
(SPECIAN et al., 2014). Devido a existéncia de bacterias resistentes a antimicrobianos
de alta poténcia, a busca por novos antimicrobianos é de suma importancia para a
sobrevida humana, em especial frente a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e Treponema
pallidum (SILVA; AQUINO, 2018). Neste sentido a busca por novos antimicrobianos
deve ser continua, uma vez que 0s micro-organismos ganham resisténcia de maneira mais

acelerada do que surgem novos antimicrobianos. Desta forma o objetivo deste trabalho
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foi avaliar diferentes meios de cultivos para selecdo do mais adequado visando o

isolamento de metabdlitos antimicrobianos de Drechslera sp.

METODOLOGIA
Obtencédo dos Extratos Brutos

Foram obtidos extratos brutos a partir da fermentacdo do endéfito em meios de cultura
liquidos e solidos, com extracdo de metabolitos produzidos pelo mesmo (extratos
fermentados). Em paralelo, extratos brutos foram produzidos com extracdo de
constituintes presentes nos meios cultivos liquidos e solidos, sem a fermentacdo do
endofito (extratos controles), submetendo somente os meios de cultivos, nas mesmas
condigdes quando aplicados para produgéo dos extratos fermentados. Os meios de cultivo
utilizados foram extrato malte agar (EMA), extrato malte cervejeiro agar (EMAS), caldo
extrato malte (EM), caldo batata dextrose (BD), batata dextrose agar (BDA) e cultivo em
arroz (ARROZ).

Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada atraveés do método de microdiluicdo em caldo
(CLSI, 2012a; CLSI, 2008). A cepa de S. aureus MRSA37 multirresistente (isolado
clinico), foi cedida pelo Laboratério de Microbiologia Clinica da Universidade Federal
da Bahia (UFBA) e as demais cepas de microrganismos S. aureus CCMB263, S. aureus
ATCC43300, Escherichia coli CCMB261 e Candida albicans CCMB286 foram obtidas
da Colecéo de Culturas de Microrganismos da Bahia (CCMB).

Perfil Quimico
Os extratos brutos obtidos (fermentados e controles) foram submetidos a analise do perfil

quimico, através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Os extratos na
concentracdo de 5 mg/mL, foram inseridos através de tubo capilar na placa de silica, e
eluido em cuba cromatografica contendo o sistema de solvente hexano:acetona (8:2), com
observagdo na luz visivel, a 365 nm e 254 nm, bem como pulverizagcdo com reveladores
qguimicos anisaldeido-sulfurico (AS) e Difenilboriloxietilamina e Polietilenoglicol (NP-
PEG).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Pela analise dos rendimentos obtidos de cada extrato bruto observa-se a presenca de trés

grupos diferenciados: os extratos do cultivo em meio liquido (EM e BD), com menores

rendimentos (0,050 g/L e 0,046 g/L); o grupo oriundo do cultivo em meio so6lido de agar



(BDA, EMA, EMAS) com teores intermediarios (0,24 g/L, 0,36 g/L e 0,44 g/L), e por
fim o extrato obtido em arroz, com os maiores rendimentos (2,15 g/L). As extra¢des por
cultivo em meio sélido podem ter seu rendimento aumentado, pois séo obtidos, além dos
metabolitos produzidos pelo fungo, elementos que comp&em o agar e a estrutura celular,
que resultam no incremento da sua massa, 0 que nao e observado no meio liquido.

A atividade antimicrobiana do extrato bruto obtido pela fermentacdo do endofito
Dreschslera sp. no meio EM, evidenciou capacidade antimicrobiana frente as bactérias
gram-positivas (S. aureus) e a levedura (C. albicans), sendo a bactéria gram-negativa (E.
coli) a Unica resistente ao extrato do endoéfito testado (Tabela 1). A resisténcia apresentada
pela E. coli pode ser atribuida a distingdo morfoldgica apresentada pelas bactérias gram-
negativas, pois, apresentam estrutura celular mais complexa do que a gram-positiva,
devido a presenca da membrana externa que dificulta a acdo antimicrobiana (PINTO,
2008).

Tabela 1: Comparacéo dos valores de CIM (ug/mL) e de CBM (pg/mL) apresentados pelo extrato brutos
de malte obtido com fermentacéo (EM) e do extrato de malte obtido sem fermentacéo do endéfito(C.EM).

Microrganismos Testados

Extrato S aureus S aureus S aureus E coli C albicans
Bruto CCMB263 ATCC43300 MRSA37 CCMB261 CCMB286

CiMm ¢CBM CIM CBM CiIM ¢CBM CIM CBM CIM CBM

EM 625 SA 750 SA 417 2670 SA SA 3000 3000

C.EM 1500 SA 3000 SA 1500 SA SA SA 3000 SA

Cloraf. <10 * 9,35 * 9,35 * 300 * * *

N istat * * * * * * * * <1O *

DMSO SA SA SA SA SA SA SA SA SA SA

Valores da média na mesma coluna; SA: sem atividade na maior concentracdo testada; *: ndo foi testado;
Fonte: O autor (2020).

Os valores de CIM e CBM (3000 pg/mL) apresentados pelo extrato frente a C. albicans
foi de superior aos valores apresentados para as cepas de S. aureus, neste sentido as cepas
mais sensiveis foram selecionadas para estudo comparativo entres os diferentes extratos
brutos obtidos.

Os extratos com melhor resultado de atividade antimicrobiana frente S. aureus (CIM entre
417 e 1500 pg/mL) foram os provenientes dos meios contendo malte, reforcando a
afinidade pelo enddéfito a este meio de cultivo. Os meios BD e BDA foram 0s menos
ativos, com CIM entre 750 e 3000 pg/mL. Entre as extracOes liquidas e solidas é
observado perda da atividade biologica nas extracGes sdlidas, este efeito deve-se a
elementos que compdem o 4gar e a estrutura celular, presente nos extratos solidos

incluindo o de arroz, extraidos conjuntamente com os metabdlitos do fungo. Isto pode



explicar a perda da atividade biologica no extrato de arroz para as cepas de S aureus
ATCC43300 e MRSAZ37. Por outro lado, o extrato oriundo do cultivo em arroz foi o de
maior atividade bioldgica para a cepa de S aureus CCMB263, com valor de CIM em 500
ug/mL, sendo o Unico extrato com atividade bactericida para este patdgeno. Assim
considerando o elevador teor de extrativos e a acdo bactericida, o cultivo em arroz foi o
selecionado para a produgdo em escala ampliada dos extratos para o isolamento de
metabolitos.

Na tentativa de identificar classes de compostos através da CCD, as placas eluidas com
0s extratos, foram submetidas a pulverizacdo com os reagentes quimicos AS e NP-PEG
para identificar terpenos/esterdides e compostos fendlicos, respectivamente. Entre os
reveladores quimicos utilizados os extratos foram positivos para terpenos e esteroides
através do revelados AS, e negativo para compostos fenolicos através do revelador NP-
PEG.

CONSIDERACOES FINAIS
Os extratos obtidos por meio da fermentacdo do endofito Dreschslera sp. possuem alta

capacidade antimicrobiana, e o estudo dos seus metabolitos devem prosseguir para futuro

isolamento de moléculas ativas.
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