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1. INTRODUGCAO

A Mata Atlantica, apesar de possuir apenas parte de sua area coberta por
florestas, assim como o Pantanal sdo biomas com grande diversidade ecolégica
(SILVA et al., 2000; ALHO, 2008; JORGE, 2004). Uma importante parcela de plantas
medicinais destes biomas ainda nao possuem a comunidade endofitica explorada,
principalmente quanto aos actinomicetos. Os actinomicetos estdo presentes em
diversos ambientes como o solo (KIM et al., 1998, YASSIN et al., 2007), rios, lagoas
e plantas (PASSARI et al.2015). Grande parte dos estudos sobre a regido de mata
atlantica relata a presenga de actinomicetos do género Streptomyces isolados de
solo (SEMEDO et al. 2004). Pouco sdo os estudos a respeito de actinomicetos
endofiticos de plantas medicinais e quando disponiveis, sdo de areas urbanas ou
rurais, assim, estudos em areas preservadas e longe da acdo do homem se fazem
necessarios. Especialmente, porque segundo Strobel et al. (1999) as plantas
medicinais abrigam microrganismos com alto potencial biotecnolégico.

O Brasil € um pais rico em biodiversidade e abriga inumeras espécies de
plantas medicinais. Entre elas, as plantas Solanum paniculatum e Handroanthus
albus podem ser encontradas em regiées da Mata Atléantica. A planta S.paniculatum
€ utilizada no tratamento de febre e indigestdo, como antiinflamatéria e laxante, ja a
planta H.albus é utilizada no tratamento de febre, azias e vermes (POTT et al.,,
2004).

A producao de metabdlitos com atividade bioldgica é importante em diferentes
areas, tais como industrias farmacéutica e agroquimica, no controle biolégico de
patégenos e na biotecnologia (GOYAL, RAMAWAT e MERILLON, 2017).

Na saude humana, o destaque deve-se principalmente pela alta incidéncia de
bactérias resistentes a antimicrobianos em ambiente hospitalar, responsaveis por
altos custos nos tratamentos bem como alta mortalidade (KAVITHA et al., 2010;
SAVI et al., 2015; WHO, 2016). Bactérias como Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Klebsiella pneumoniae produtora da enzima KPC (K. pneumoniae carbapemase),
Enterobacter cloacae produtor da enzima VIM (Verona integron-encoded metallo-[3-
lactamase), foram citadas pela organizagdo mundial da saude em fevereiro de 2017

como as principais bactérias que necessitam urgentemente de novos antibioticos



para tratamento (WHO, 2017). A leishmaniose é considerada uma doenga endémica
em diversos paises, o tratamento é realizado por farmacos com alta toxicidade, alto
custo e longa duracgéo de tratamento (MELO-NETO et al., 2016).

O aparecimento de microrganismos resistentes a fungicidas também tem sido
um problema para a agricultura (KLOSOWSKI et al., 2017; LUCAS, 2017,
STEINBERG, SCHUSTER e KILARU, 2017; TORRIANI, et al., 2017), e a
bioprospecgdo de compostos para o combate destes fitopatdégenos, tem ganho
espaco nos ultimos anos (HOU, et al., 2017; SIEROTZKI et al., 2017; DAGUERRE,
EDEL-HERMANN e STEINBERG, 2017). Culturas como citros e milho s&o
acometidas por diversas doencas como a Mancha preta dos citros causada pelo
fungo Phyllosticta citricarpa, podriddo floral dos citros causada pelo fungo
Colletotrichum abscissum, antracnose do milho causada pelo fungo C. graminicolla e
diversas outras doengas do milho causada por fungos do género Fusarium sp.
geram grandes prejuizos econdmicos (FAGAN; GOES, 2000; SCALOPPI, 2006;
GLIENKE et al., 2011; FUNDECITRUS, 2017). O aparecimento de patdégenos
resistentes bem como a busca por alternativas de controle, tem sido frequentemente
relatados (POSSIEDE et al., 2009; ADASKAVEG et al., 2017; KOCH et al., 2017;
TORRIANI et al., 2017).

Outro problema emergente é a transmissdo dos virus da Dengue, Zika e
Chikungunya pelo vetor Aedes aegypti, o vetor se desenvolve em ambientes de
agua limpa e parada, e muitos inseticidas utilizados possuem uma carga residual
téxica deixada no ambiente, além de ja ser descrita a resisténcia a diferentes
inseticidas, (Braga et al., 2004, Miresmailli & Isman 2014, Anholeti et al, 2015).
Desta forma novas alternativas para o controle do vetor sdo necessarias.

Grandes avangos tem sido feitos na busca e aplicacdo biotecnoldgica de
metabdlitos produzidos por microrganismos com diferentes atividades bioldgicas,
como antitumoral, antioxidante, inibidor de colesterol, produtores de enzimas para
uso industrial (MINOTTO et al. 2014; GOYAL, RAMAWAT e MERILLON, 2017) e na
biodegradagdo de Hidrocarbonetos, nos tratamentos de residuos de petréleo,
asfaltos e solventes organicos (SANTANA, 2003). Outra aplicagdo descrita para os
microrganismos € a biodegradacgéo de sais como o carbonato de calcio, importantes
no tratamento de aguas de caldeiras e tubulag¢des industriais sendo uma alternativa

para remog¢ao de carepas formadas pelo acumulo de sais (EROGLU et al., 2012).



O presente estudo tem como objetivos isolar, identificar e bioprospectar
actinomicetos endofiticos de plantas medicinais da Mata atlantica Paranaense,
ampliando o conhecimento sobre a comunidade endofitica de actinomicetos bem
como seu potencial. Para tanto, sera realizado o isolamento de microrganismos de
de plantas medicinais, a identificagdo por analises moleculares e morfologicas e a
avaliagdo do potencial destes actinomicetos na producdo enzimatica e
biodegradagao. Por fim, sera realizada a produgdo de extratos e a avaliagdo da
atividade bioldgica contra patdgenos clinicos, fitopatdgenos e larvas de Aedes
aegypti, bem como a elucidagado quimica dos extratos que apresentarem atividade

relevante.

2. JUSTIFICATIVA

Em trabalho prévio realizado por Gos (2017), o isolamento de actinomicetos
da planta medicinal Volchysia divergens encontrada no Pantanal sul-mato-
grossensse, apresentou grande riqueza dos géneros isolados. Todos os 40 extratos
produzidos a partir dos isolados apresentaram atividade biolégica contra as
bactérias resistentes P. aeruginosa, A. baumannii, S. aureus resistente a meticilina
(MRSA), K. pneumoniae produtora da enzima KPC, E. cloacae produtor da enzima
VIM e 18 extratos apresentaram valores superiores a 50% de inibicdo de
crescimento micelial dos fitopatégenos C. abscissum e P. citricarpa. Na analise
morfoldgica, alguns isolados apresentaram degradacdo de amido e carbonato de
célcio.

Outros trabalhos também evidenciam a importadncia da bioprospecgcao de
endofiticos isolados de plantas medicinais de regides isoladas e pouco exploradas,
em que ha maior probabilidade de isolar novas espécies de microrganismos
produtoras de compostos com potencial biotecnoldgico (STROBEL et al.,2004; SAVI
et al.,, 2015, 2016; HOKAMA et al., 2016). A bioprospeccao de actinomicetos
endofiticos de plantas medicinais tém se mostrado promissora na descoberta de
novos compostos com atividade bioldgica para as diversas aplicagbes (GOYAL,
RAMAWAT e MERILLON, 2017).

Varios estudos revelam a presenca de fitoquimicos com potencial medicinal

provenientes de varias plantas, porém, permanece desconhecida a comunidade



endofitica de actinomicetos de plantas como por exemplo Solanum paniculatum,
Byrsonima orbignyana, Jacaranda cuspidifolia.

Com base nos dados apresentados, o projeto tem grande potencial
biotecnolégico e abrange varias areas de conhecimento, se mostrando
multidisciplinar, agregando conhecimento tedrico e pratico em relacdo as areas

estudadas.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente projeto tem como objetivos isolar, identificar e bioprospectar
actinomicetos endofiticos de plantas medicinais da Mata atlantica paranaense,
ampliando o conhecimento sobre a comunidade endofitica de actinomicetos bem

como seu potencial biotecnoldgico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar actinomicetos endofiticos de plantas medicinais tais como Solanum
paniculatum-Jurubeba, Handroanthus albus - Paratudo e Jacaranda
cuspidifolia — Caroba, Stryphnodendron adstringens — Barba timao., entre outras.

e Identificar os microrganismos isolados em nivel de género por meio de analise
morfolégica e sequenciamento do gene 16S rRNA;

e Avaliar o potencial dos isolados na producdo de compostos bioativos e de
interesse biotecnoloégico, como atividade enzimatica, degradagdo de
hidrocarbonetos, degradagao de Carbonato de calcio

e Otimizar a obtencdo de metabdlitos secundarios dos isolados, utilizando
diferentes condi¢des de cultivo;

e Avaliar a atividade biologica dos metabdlitos secundarios obtidos, contra
microrganismos de interesse clinico, agrondmico e larvas de Aedes aegypti;

e |dentificar os compostos ativos de pelo menos dois extratos que
apresentarem atividade bioldgica de interesse;



4. METODOLOGIA

4.1 COLETA E ISOLAMENTO

As coletas serao realizadas em pelo menos quatro regiées da Mata atlantica
localizadas no Paranda, e serao realizadas entre os meses de agosto de 2017 a
agosto de 2020. Inicialmente, serdo coletadas folhas das plantas medicinais
Solanum paniculatum-Jurubeba, Handroanthus albus - Paratudo e Jacaranda
cuspidifolia — Caroba, Stryphnodendron adstringens — Barba timao, entre outras plantas a
serem selecionadas, serao coletadas 10 folhas de 10 plantas de cada espécie vegetal
selecionada em cada regido. Para o isolamento serdo coletadas folhas novas que
nao apresentem marcas, injurias ou lesbes. O processo de eliminagcdo de
microrganismos epifiticos sera baseado na metodologia utilizada por Petrini (1986).
Apds a assepsia as folhas serdo fragmentadas em partes de 8x8 mm e depositadas
em placas de petri contendo meio de cultura AAC (Agar amido caseina) (MOHSENI
et al., 2013), acrescido de 50ug/mL de acido nalidixico e Oxacilina (para a inibigdo
do crescimento bacteriano) e 50 ug/mL de ciclohexamida (para inibicdo do
crescimento fungico) 50ug/mLde Nistatina (para inibicdo de crescimento
leveduriforme). As placas serdo incubadas em estufa por 30 dias a 28°C, e com
verificagdo diaria do crescimento de actinomicetos. Os isolados que obtidos serao
transferidos e mantidos em meio ISP2 e depositados na colegdo de culturas do
LabGeM, da Universidade Federal do Parana (http://www.labgem.ufpr.br/).

A frequéncia de isolamento (FI) sera obtida a partir do numero de
actinomicetos isolados em relagdo ao numero de fragmentos semeados, conforme

féormula:

nactinomicetosisolados

FI(%) = ( ) x 100

ndefragmentossemeados

4.2 TESTE DE SENSIBILIDADE DOS ACTINOMICETOS A ANTIBIOTICOS

Os isolados serao inoculados em meio liquido ISP2, cultivados a 28°C, a 250
rom, de 7 a 10 dias de acordo com a metodologia utilizada por PASSARI et al.
(2015). O teste de sensibilidade sera realizado utilizando a metodologia de disco

difusdo: os inéculos serdo semeados com swab sobre a placa contendo meio agar



Muller Hinton e discos impregnados com antibidticos serdo dispostos sobre o
in6culo. As placas serao incubadas a 36°C durante 24 h.

Os antibidticos utilizados serdao: Aminoglicosideos (Streptomicina, EST 10ug;
Gentamicina, GEN 10ug), Anfenicdis (Cloranfenicol, CLO 30ug), Carbapenem
(Meropenem, MER 10pg), Cefalosporinas 3G (Ceftazidima,CAZ 30ug),
Glicopeptideos (Vancomicina, VAN, 30ug), Macrolideo (Rifampicina, RIF 5ug),
Penicilinas (Ampicilina, AMP 10ug; Oxacilina, OXA 1ug), Quinolonas (Acido
nalidixico, NAL 30ug) e Tetraciclinas (Tetraciclina, TET 30ug). A analise sera
realizada pela medida do halo de inibicdo, considerando: A — antibidtico com

atividade (halo >0) e N — antibiético sem atividade (halo=0).

4.3 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

A identificacdo dos actinomicetos sera realizada por meio de analise

morfoldgica e sequenciamento parcial do gene 16S do rDNA.

4.3.1 Caracterizagao Morfoldgica

Para a avaliagcdo morfologica serao utilizados quatro diferentes meios de
culturas, a saber: ISP2 - Agar extrato de levedura-malte; ISP3 - Agar aveia; ISP4 -
Agar Amido e sais inorganico; ISP5 - Agar Glicerol-Asparagina, previamente
descritos por Shirling e Gottlieb (1966). O repique sera realizado através do
estriamento do in6culo sobre a placa, as quais serdo incubadas a 28°C e as
caracteristicas morfologicas serdo avaliadas em 7, 14 e 21 dias. As caracteristicas
avaliadas serdo crescimento, forma, margem, elevacdo, formagéo de esporos, cor
do micélio aéreo, cor do micélio vegetativo, cor do esporo e outras observagdes de

acordo com o protocolo descrito por Shirling e Gottlieb (1966).
4.3.2 Caracterizagdo molecular
O DNA gendmico sera extraido a partir de colénias com 3 a 5 dias de cultivo

em meio ISP2, baseado no protocolo de Raeder e Broda (1985), com modificagdes
realizadas por Glienke (1999). A concentragdo e qualidade do DNA serao
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determinadas por eletroforese em gel de agarose 1%. A PCR do gene 16S do rRNA
sera realizada utilizando os oligonucleotideos 9F (5’GAGTTTGATCCTGGCTCAG?3’)
e 1541R (5’AAGGAGGTGATCCAGCC3’) (LEE et al., 2008), consistindo em
desnaturacao inicial a 95°C por 2 min, 30 ciclos de 15s a 94°C, 45s a 93°C, 45s a
51°C, 2min a 72°C e extensao final de 5min a 72°C. A amplificacdo do fragmento
desejado sera confirmada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, corado
com GelRed™, observado em transiluminador de luz ultravioleta e comparado com
marcador de peso molecular de 100 pbLadder (Kasvi).

O produto da PCR sera purificado utilizando as enzimas Exo1 e FastAP™
(GE Healthcare, USA). Para reagao de sequenciamento sera utilizado o Kit BigDye®
Terminator v3.1. O produto da reagao de sequenciamento sera purificado utilizando
o polimero Sephadex G50. A leitura da reacdo de sequenciamento sera realizada
em sequenciador automatico ABI3500® (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA).

As sequéncias obtidas serdo analisadas e alinhadas utilizando os softwares
Mega 6.06 (TAMURA et al.,, 2013) e BioEdit (HALL, 1999), e comparadas com
sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Todas as sequéncias obtidas serao

depositadas no GenBank. As sequéncias das linhagens de referéncia seréo obtidas
no banco de dados LPSN (List of prokaryotic Names with Standing Nomenclature —

http://www.bacterio.net/). Para a analise de Inferéncia Bayesiana serautilizado o

algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC), para gerar as arvores filogenéticas
com valores de probabilidade posteriori usando o software MrBayesv3.2.6 x86
(Ronquist et al., 2011). O modelo evolutivo sera determinado usando o Akaike
Information Criterion (AIC) calculado no software R (R Studio Team, 2015), com o
pacote phangorn (SCHLIEP,2011).

4.4 AVALIACAO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS ISOLADOS
4.4.1. Avaliagao da produgao de enzimas de interesse
Sera avaliada a capacidade dos isolados produzirem enzimas de interesse,

como amilase, pectinase, celulase, lipase,esterase, protease/caseinase, gelatinase e
catalase, conforme descrito Minotto et al. (2014)
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Producéo de amilase

Os isolados serdo inoculados em meio agar contendo 0,2% de amido,
incubados a 30°C por 3-4 dias. Sera aplicada sobre as colbnias solugao de iodine,
os isolados que apresentarem formac&o de halo transparente ao redor da coldnia,
sera caracteristico de degradag¢ao do amido.

Producéo de pectinase

Sera avaliada pela inoculagcdo dos isolados em meio TSA suplementado com
1% de pectina citrica. Sera adicionado a incubagdo a solugdo de lugol sobre as
colbnias, os isolados que apresentarem formacado de halo transparente ao redor da
colbnia, sera indicagao de hidrélise de pectina.

Producéo de celulase

Sera avaliada utilizando o meio de Czapeak sal mineral, com 0,5% de
carboximetilcelulose (CMC). Sera adicionado apo6s incubagdo a solugéo de 0,1% de
vermelho Congo sobre as col6nias, os isolados que apresentarem formagao de halo
laranja ao redor da colbnia, sera indicativo de produgéo de celulase.

Producéo de lipase e esterase

Sera avaliada utilizando o meio de cultura contendo Tween 20 (monolaurato
de polioxietilenosorbitano) e Tween 80 (monooleato de polioxietilenosorbitano). Apos
a incubacgdo, as placas serdao armazenadas a 4°C por 48h, os isolados que
apresentarem formacdo de halo esbranqui¢cado, sera indicativo de producédo de
lipase e esterase.

Producéo de protease/caseinase

Sera avaliada utilizando o meio skimmilk. Os isolados que apresentarem
formacéo de halo transparente ao redor da colbnia, sera indicativo de producio de
protease.

Producéo de gelatinase

Sera avaliada utilizando o meio agar de gelatina em tubos contendo 4mL do
meio. ApdOs o periodo de incubagdo os tubos serdo armazenadas a 4°C por 2h, se o0
meio de cultira permanecer liquido a hidrélise da gelatina sera confirmada.

Producéo de catalase

Sera realizada utilizando o meio de cultura NYDA (nutritivo de levedura

dextrose agar), Apos incubagao de 7 dias, sera adicionado a solu¢do de peréxido
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de hidrogénio a 3% sobre as colbnias, os isolados que apresentarem formacao de

bolhas, sera indicativo de reagao positiva.

4.4.2 Avaliagao da capacidade de degradagao de hidrocarbonetos

Sera utilizada a metodologia descrita por Hanson et al. (1993) pela técnica de
Redox e sera utilizado como indicador DCPIP (2,6 di-Clorofenolindolfenol). Os
isolados serdo cultivados em meio liquido LB a 200rpm e 30°C por 3 dias. Do
préinoculo sera retirado 1mL, e adicionados em tubos de 1,5mL previamente
tarados, e serdo centrifugados a 10.000rpm por 20min. O sobrenadante sera
desprezado e o pellet devera ser lavado duas vezes com 1ml de agua estéril. Os
tubos, contendo a massa celular, serdo novamente pesados e a concentragéo final
de células sera de 200ug/L do isolado em agua. O ensaio sera realizado em placas
multipogos, utilizando 6leo diesel como fonte de Carbono e como reagente indicador
DCPIP em Meio mineral BH e a biomassa previamente obtida. Em cada poco seréao
adicionados 300uL de meio BH, 10uL de dleo diesel, 3uL de Indicador DCPIP e
50uL da biomassa em suspensdo. A placa sera incubada a 30°C e sera observada a
mudanca de coloracédo apds 12, 16, 18 e 24 Horas.Os isolados que apresentarem
descoloragao serao considerados como potenciais para a degradagao de

Hidrocarbonetos.

4.4.3 Avaliagao da capacidade de degradagao de carbonato de calcio

Sera avaliado consumo de CaCO3 por meio da técnica de gravimetria por
cinzas. O ensaio sera realizado pelo cultivo dos microrganismos em meio liquido SG
acrescido de 3 diferentes concentragdes conhecidas de CaCO3, sendo incubados
por 7 dias a 180 RPM. O cultivo sera transferido para capsula de porcelana
previamente seca e com o peso conhecido e sera submetido a evaporagédo em
banho maria até 10% do volume inicial, posteriormente sera seca em estufa até
completa evaporacao. Sera entdao submetido a mufla com temperatura 550°C por 4h,

sera esfriado e pesado (Instituto Adolfo Lutz, 2008).
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4.5 AVALIACAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA DE METABOLITOS SECUNDARIOS

4.5.1. Producéo dos extratos

Os isolados serdo inoculados em 50 mL de meio liquido SG (SHAABAN et al.,
2011), incubados por 3 dias a 28°C, em 180rpm. Deste pré-cultivo 1mL sera
inoculado em 100 mL dos meios ISP2 (Shirling e Gottlieb, 1966) e R5A
(FERNANDEZ, 1998), e incubados por 5, 10 e 15 dias a 28°C em 180rpm.

Apos o periodo de incubacao sera realizada a filtracdo do cultivo em papel
fitro Whatman n°4 para separar o meio fermentado da massa celular. Para a
obtencdo do extrato, ao volume de filtrado obtido sera adicionado o mesmo volume
de acetato de etila e particionado 3 vezes, com o auxilio de um baldo de separagao
(SAVI et al., 2015). A rotaevaporacdo do solvente sera realizada a 45°C e o residuo
da evaporacao sera transferido para um recipiente previamente pesado para
determinacdo da concentracdo do extrato seco. Os extratos serdo pesados e

diluidos em metanol em concentracgéo final de 10mg/mL.

4.5.2 Atividade dos extratos contra fitopatégenos

A atividade antifungica sera avaliada contra os fitopatdgenos
Colletotrichum abscissum, C. graminicolla, Phyllosticta citricarpa,
Fusarium verticilioides, F. graminearum e F. meridionale.

A avaliagao sera realizada pela adicdo de 100 pL do extrato obtido sobre uma
placa de meio BDA com auxilio da alga de drigalski e discos de colénias do
fitopatdgeno serdo dispostos no centro da placa. Sera utilizado como controle
negativo fungicida Derosal ® (1,0 mg/mL) e como controle do solvente metanol
(solvente no qual os extratos serdo diluidos). As placas seréao incubadas em BOD a
28°C por 7 diaspara todos os fitopatégenos exceto para P. citricarpa que necessita de
21 dias para crescimento. O crescimento em cada tratamento sera avaliado por
comparagao com os valores obtidos nos controles negativo (sem extrato) e contendo
somente o solvente (SAVI et al., 2015; HOKAMA et al. 2016).

Os extratos que apresentarem melhor atividade serao selecionados para as

analises de CIM segundo a metodologia descrita por Tonial et al. (2017) e
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determinagdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) descrita por (SANTOS et
al. 2015).

A CIM sera realizada em placa de microdiluicdo, em cada poco sera
adicionado 90 yL de caldo de Batata Dextrose, 10 yL do tratamento a ser avaliado
(realizado com diluicbes em série) e 50 yL de uma suspensado conidial de P.
citricarpa com 6x10° conidios/mL. As placas serdo incubadas a 28°C por 21 dias. A
auséncia de crescimento fungico no pogo sera considerada resultado positivo. Como
controle positivo somente o patégeno inoculado, como controle negativo glufosinato
(10 mg/mL) e Metanol (utilizado como solvente dos extratos). .

Para determinacdo de CFM, 50 pL dos cultivos que ndo apresentarem
crescimento a partir da CIM serdo inoculados em placa com meio BDA e incubados
por 21 dias a 28°C. A auséncia completa de crescimento caracteriza a concentragao
minima fungicida (CMF) (SANTOS et al. 2015).

4.5.3 Atividade antibacteriana contra patégenos de interesse clinico

A atividade antibacteriana sera avaliada pelo teste de difusdo em disco e
posteriormente determinada a Concentracgéao inibitéria minima (CIM) e Concentragao
bactericida minima (CBM). Serao utilizados os patdgenos Staphylococcus aureus
sensivel a Meticilina (SASM) (ATCC 25923), S. aureus resistente a Meticilina
(SARM)(BACHC-MRSA), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Candida
albicans (ATCC 10231), Acinetobacter baumannii (BACHC-ABA), Klebsiella
pneumoniae  produtor da enzima carbapenase (KPC) (BACHC-KPC),
Stenotrophomonas maltophilia (BACHC-SMA) e Enterobacter cloacae produtor da
enzima VIM (Verona integron-encoded metallo-p-lactamase) (BACHC-VIM),
Enterococcus faecalis vancomicina resistente (BACHC-EFV). As linhagens com o
cédigo BACHC pertencem ao Banco de Cepas usadas no controle de qualidade de
meios e testes fenotipicos e moleculares do Laboratorio de Bacteriologia do Hospital
das Clinicas da UFPR, e estao disponivel para o desenvolvimento deste trabalho.

Os patogenos serao inoculados em 7 mL de caldo TSB e incubados a 37°C,
180 rpm por 10 a 12 horas. Apds o cultivo sera realizada a diluigdo de 102UFC/mL
baseado na escala McFaland n°0,5, inoculado em placa de agar Mueller-Hinton com
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auxilio de swab de algodao e sobre estas placas serdo posicionados discos
impregnados de cada extrato. As placas serao incubadas a 37°C por 24horas. Como
controle negativo sera utilizado disco com antibiético de agdo contra a bactéria
testada e como controle positivo metanol (solvente de diluigdo do extrato). Apds a
incubacao, sera avaliada a formacao de halo, comparando o tratamento com os
controles (SAVI et al., 2015 e CLSI, 2015).

Os extratos que apresentarem melhor atividade serdo selecionados para as
analises de CIM e sera baseado na metodologia descrita por Ostrosky et al. (2008),
com leitura da absorbéncia realizada em leitor de Elisa em 490nm.

Para determinacdo de CBM, 50 uL dos cultivos que nao apresentarem
crescimento a partir da CIM serao inoculados em placa com TSA e incubados por
24h a 37°C. A auséncia completa de crescimento caracteriza a concentracdo minima
bactericida (CMB) (SOLTANI; MOGHADDAM, 2014).
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4.5.4 Atividade antiprotozoaria contra contra Leishmania brasiliensis

O teste de atividade leishimanicida sera realizado em parceria com o
laboratério de parasitologia molecular, serdo utilizadas as formas amastigota e
promastigota do parasita, por teste em microdiluicdo em caldo utilizando microplacas
96 pocgos. Sera utilizado o meio de cultura RPMI ou Schneider’s acrescido de 1% de
DMSO e sera utilizada a concentracdo 1x10® parasitas por mL, as placas serdo
incubadas a 32°C por 72h e a viabilidade celular sera avaliada usando a técnica de
MTT (Methylthiazolyltetrazolium). O resultado sera calculado pelos valores de

absorbancia obtidos de acordo com Campos et al. (2015).

4.5.5. Avaliagao da atividade bioldgica contra larvas de Aedes aegypti

O teste contra as larvas do mosquito sera realizado em parceria com o
laboratorio de parasitologia molecular, com larvas nos instars Ill e IV. Serao
utilizadas 25 larvas para 25mL de agua destilada com a adigdo do extrato, incubado
a 23°C por 24h e 48h,em 4 replicas por tratamento. Apds os periodos de incubacgao
serao avaliadas as taxas de mortalidade das larvas, comparados com os controles

sem tratamento e com Malathion (WHO, 1981).

4.6 IDENTIFICACAO QUIMICA DOS COMPOSTOS ATIVOS

A identificagdo quimica dos compostos sera realizada a partir da analise do
extrato bruto em que o fracionamento sera realizado por cromatografia em coluna de
fase reversa C18, para a producao das fracbes que serdo purificadas em HPLC e
Sephadex LH-20. Os espectros de RMN serdo medidos utilizando espectrometro
Vnmr 400 (1H, 399,8 MHz, 13C, 100,5 MHz) de Varian (Palo Alto, CA) onde os
valores de O serdo referenciados aos respectivos sinais de solvente [CD3OD,
OH3,31 ppm, 6C49,15 ppm; DMS0-d6, OH2,50 ppm, 6C 39,51 ppm]. Para a técnica
de espectrometria de massa serao utilizadas todas as fragdes e sera realizada em
HPLC-MS (Cromatografo liquido de alta performace acoplado a espectrometro de

massas), as fragdes solubilizadas em metanol e injetadas no equipamento, serdo
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caracterizadas pelo tempo de retencdo e o perfil de fragmentagéo por impactos de
elétrons (SAVI et al. 2015).

5. RESULTADOS ESPERADOS

Neste trabalho esperamos dar continuidade aos resultados previamente
obtidos por Gos (2017), isolando diferentes géneros e espécies de actinomicetos
produtores de metabdlitos secundarios com atividade biolégica e otimizando as
condigbesde cultivo (meios de cultura e tempo de cultivo), bem como identificar
compostos ativos selecionados.

Identificar isolados com potencial para produgdo de enzimas e
biodegradagaode hidrocarbonetos e cloreto de calcio, para ampliar o conhecimento
da capacidade biotecnolégica destes microrganismo e buscar possiveis aplicagbes

industriais.

6. VIABILIDADE FINANCEIRA E DE INFRAESTRUTURA PARA EXECUCAO DA
PROPOSTA

Grande parte dos materiais e insumos necessarios para a execugao do
projeto encontram—se disponiveis em estoque no LabGeM (Laboratério de genética
de microrganismos) da UFPR. Os demais materiais e insumos serdo financiados por
projeto ja aprovado do CNPq. Parte da pequisa sera realizada em periodo de
doutorado sanduiche na Universidade de Kentucky
Parceiros para a realizagao deste trabalho:

Prof? Dr2. Yvelize Maria Possiede (Departamento de biologia — UFMS)
Prof? Dr2. Magda Vieira da Costa (Departamento de patologia basica - UFPR)
Prof? Dr? Elide Pereira dos Santos (Departamento de botanica —-UFPR)

Prof® Dr° Jurgen Rohr (Departamento de farmacia — UK)



8. CRONOGRAMA DE EXECUGAO DE ATIVIDADES

2017 2018 2019 2020 2021
Atividades
3T 4°T 1°T 2°T 3T 4°T 1°T 2°T 3T 4°T 1°T 2°T 3T 4°T 1°T 2°T
Revis&o bibliografica X X X X X X X X X X X X X X X X
Disciplinas X X X X
Entrega do projeto/relatério S X X
Coletas e isolamento X X
Analise morfologica X X
Analise molecular X X X X X
Resisténcia dos isolados a X
antibiéticos X
Testes produgéo de enzimas X X X X
Obtengéao de extratos X X x X X X X X X X X
Teste patégenos clinicos X X X X X X X X
Teste contra fitopatdgenos X X X X X X X X X
CIM, CBM, CFM X X X X
Identificagdo quimica X X X X X X
Teste de degradacgéo de CaCO; X X X X
Teste de degradacao X X X X
hidrocarbonetos
Aedes e Leishmania X X X
Andlise dos resultados X X X X X X X X X X X
Redacgé&o dos artigos X X X X X X X X X X X
Submissao dos artigos « « «
Redagéo da Tese X X X X X X X X X X X
Defesa da Tese X
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