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RESUMO

Na medicina tradicional, os cupins sdo bastante utilizados para o tratamento de diferentes
enfermidades em varias partes do mundo. O uso disseminado de remédios feitos a base de cupins
e/ou de seus ninhos e o relato testemunhal de seus usuarios quanto a sua eficacia permitem supor
que muito provavelmente esta eficacia deva ser atribuida aos compostos bioativos produzidos pelas
actinobactérias e espécies do género Bacillus, visto que, estudos apontam para a presenca destas
bactérias na microbiota associada a espécies de cupins. As actinobactérias e algumas espécies de
Bacillus tém sido especialmente Uteis na industria farmacéutica por possuirem capacidade ilimitada
de produzir metabdlitos secundarios com diversas estruturas quimicas e atividades biologicas. A
procura de novas espécies de actinobactérias e Bacillus constitui um componente essencial para a
descoberta de novas drogas farmacéuticas. por isso, este trabalho teve por objetivo isolar
microrganismos presentes em terras de cupinzeiros da regido da mata de Cipd, nos municipios de
Lafaiete Coutinho, Feira de Santana e Morro do Chapéu — BA, visando verificar o potencial
antimicrobiano destes. Foram isolados 145 microrganismos nas trés localidades amostradas.
Destes, 43 (29,65%) no municipio de Lafaiete Coutinho, 55 (37,93%) no municipio de Morro do
Chapéu e 47 (32,42%) no municipio de Feira de Santana — BA. A atividade antimicrobiana avaliada
em meio solido foi detectada em 38 (26,20%) isolados do total. No municipio de Lafaiete Coutinho
foi verificada em 14 (9,65%), em Morro do Chapéu 12 (8,27%) e em Feira de Santana 12 (8,27%).
Os resultados obtidos apontam para 22,75% antagbnicas a S. aureus CCMB 262; 20% a S. aureus
CCMB 263; 14,48% a S. aureus CCMB 285; 2,06% a E. coli 284; 3,44% a E. coli 261, 9,65% a S.
choleraesuis CCMB 281, 8.96% a C. albicans CCMB 266; 12,41% a C. albicans CCMB 286 e
10,34% a C. parapsilosis. Nenhum dos isolados foi capaz de inibir Pseudomonas aeruginosa
CCMB 268 no teste em meio sélido. Os 11 isolados que apresentaram os melhores resultados no
primeiro teste foram selecionados para caracterizacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).
Dentre estes, nove, apresentaram Concentracdo Inibitoria Minima em meio agar amido-caseina. E
desses, 3 conseguiram inibir P. aeruginosa CCMB 268. O sequenciamento da regido 16S do rDNA

mostrou que os 11 isolados sequenciados sdo pertencentes aos géneros Streptomyces e Bacillus.

PALAVRAS-CHAVE: Actinobactérias, Bacillus, Cupinzeiros, Etnofarmacologia, Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

The actinobacterias and Bacillus have been especially useful in the pharmaceutical industry for its
ability to produce unlimited secondary metabolites with different chemical structures and biological
activities. The search for new species of actinobacteria and species of genus Bacillus is an essential
component to the discovery of new drugs. In traditional medicine, the termites are quite used for the
treatment of various diseases in various parts of the world. The widespread use of drugs made based
on termites and/or their nests and witness reports from its users about its effectiveness allow assume
that most probably this effectiveness should be given to bioactive compounds produced by
actinobacterias, since studies point to the presence of these bacteria associated with the microbial
species of termites. This project aims to isolate microorganisms present in termite nest land of the
region of the Cip6 forest in the municipality of Lafaiete Coutinho, Feira de Santana e Morro do
Chapéu - BA, aiming to check the antimicrobial potential of microorganisms. Were isolated
145microorganisms in the three localities sampled. Of these, 43 (29.65%) in municipality Lafaiete
Coutinho, 55 (37.93%) in Morro do Chapéu and 47 (32.42%) in the municipality of Feira de
Santana - BA. The antimicrobial activity evaluated solid medium was detected in 38 (26.20%) of
total. In the city of Lafaiete Coutinho was observed in 14 (9.65%) in Morro do Chapéu 12 (8.27%)
and Feira de Santana 12 (8.27%). Which, were antagonistic for S. aureus CCMB 262 (22.75%), for
S. aureus CCMB 263 (20%), for S. aureus CCMB 285 (14,48%), for E. coli 284 (2,06%), for
E. coli CCMB 261 (3,44%), 9.65% for S. choleraesuis CCMB 281 (9,65%), for C. albicans CCMB
266 (8,96%), for C. albicans CCMB 286 (12,41%) and for C. parapsilosis (10,34%). The 11 strains
showing the best results in the first test were selected for characterization of the minimal inhibitory
concentration (MIC). Of these, nine showed minimal inhibitory concentration in starch-casein agar.
And of those, three were able to inhibit P. aeruginosa CCMB 268. Sequencing of 16S rDNA

showed that the 11 sequenced isolates belong to the genus Streptomyces and Bacillus.

KEYWORDS: Actinobacteria, Bacillus, Termite nest, Etnopharmacology, Potential antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

Os cupins sdo pequenos insetos da ordem Isoptera e ocorrem nas areas tropicais e
temperadas, entre os paralelos 45°-48° N e 45° S. Estes insetos fazem parte, juntamente com 0S
Hymenoptera (formigas, abelhas e vespas), de um grupo de invertebrados que mantém uma
organizacgdo social com divisdo de castas morfologicamente separadas e com funcdes diferentes na
sociedade, contudo funcionalmente independentes, sendo chamados de insetos sociais (LIMA-
RIBEIRO et al, 2006). S&o descritos cerca de 281 géneros e 2.600 espécies de cupins. Para o Brasil,
estdo registradas em torno de 290 espécies. Varios autores concordam que certamente este nimero
deve aumentar com a aplicacdo de estudos termitofaunisticos no pais. A riqueza local de espécies
estd relacionada com caracteristicas ambientais, como altitude, temperatura, pluviosidade, tipo e
estrutura da vegetacdo (FLORENCIO e DIEHL, 2006).

Os cupins sdo importantes para a manutencdo da dindmica dos processos de decomposicéo
da necromassa vegetal e para fluxos de nutrientes nas florestas tropicais, devido principalmente a
variedade de seus habitos alimentares e abundancia de suas populacdes Esses insetos possuem o
comportamento construtor e isso causa modificacdes na estrutura dos solos, promovendo um
aumento de porosidade e do transporte de particulas minerais para a superficie e vice-versa
(VASCONCELLOS et al., 2005).

Dentre os principais componentes da microbiota de diversas espécies de cupins estdo
bactérias da Classe Actinobactéria e do género Bacillus, as quais estdo presentes tanto no interior do
intestino dos cupins como na superficie de seus corpos (BIGNELL et al., 1979; PASTI et al., 1990;
WENZEL et al., 2002; KONIG, 2005). Actinobactéria é uma classe de bactérias Gram-positivas
também conhecidas como “actinomicetos”. Estas bactérias tém organizagdo filamentosa, muitas
vezes ramificada. Dada sua semelhanca com fungos, as actinobactérias sdo, com frequéncia,
erroneamente classificadas como tais (STACKEBRANDT et al., 1997). Estes microrganismos estdo
largamente distribuidos no solo, agua e outros ambientes naturais (GARCIA, 2006). O género
Bacillus é caracterizado como bactéria Gram-positiva, aerdbia ou anaerdbia facultativa, em formato
de bacilo formacéo de esporos. Sdo comumente encontrados no solo (MELO, 2005).

As actinobactérias sdo importantes para a inddstria, pois produzem muitos compostos
bioativos, tais como agentes cardiovasculares (KILLHAM, 1994), vitaminas, enzimas, agentes
antitumorais, imunomoduladores e, principalmente antibiéticos (MANIVASAGAN et al., 2009). Os
Bacillus também sdo um atrativo para a industria, pois, possuem diversas caracteristicas vantajosas,
como por exemplo, alta taxa de crescimento e sua capacidade de secretar proteinas para um meio
extracelular (LISBOA, 2006). Além de produzirem diversos antibidticos caracterizados como

dipeptideos ou peptideos ciclicos com baixo peso molecular (MELO, 2005). Por isso, a procura de



novas espécies de actinobactérias e Bacillus constitui um componente essencial para a descoberta
de novas drogas farmacéuticas. Até o momento, na literatura cientifica, ndo foi descrito nenhum
trabalho envolvendo o isolamento e verificagdo da atividade antimicrobiana de microrganismos da
terra de cupinzeiros.

Na medicina tradicional, os cupins sdo utilizados para o tratamento de diferentes
enfermidades em varias partes do mundo (COSTA NETO, 2006). O uso disseminado de remédios
feitos a base de cupins e/ou de seus ninhos e o relato testemunhal de seus usuarios quanto a sua
eficacia permitem supor que, provavelmente, esta eficacia possa ser atribuida aos compostos
bioativos produzidos pelas actinobactérias e pelos Bacillus presentes no ninho dos cupins.

Sendo assim, o presente trabalho visou verificar o potencial antimicrobiano de
actinobactérias e Bacillus isoladas de cupinzeiros de trés diferentes localidades inseridas no Semi-
arido baiano.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo isolar microrganismos presentes em terras de cupinzeiros da
Mata de Cipd, nos municipios de Lafaiete Coutinho, Feira de Santana e Morro do Chapéu - BA,

bem como verificar o potencial antimicrobiano destes microrganismos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e lsolar e purificar isolados de actinobactérias e bactérias do género Bacillus associadas a
cupinzeiros;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos microrganismos isolados atraveés da metodologia de
Difusio em Agar (bloco de agar);

e Determinar a Concentracdo Minima Inibitoria (CIM) dos microrganismos selecionados
através do ensaio em meio solido;

e ldentificar os isolados que apresentaram melhores resultados no ensaio em meio solido
através da taxonomia cléssica e molecular;

e ldentificar as espécies de cupins estudadas;

e Depositar os microrganismos identificados na Colecdo de Culturas de Microrganismos da

Bahia (CCMB/UEFS) para que possam estar disponiveis para estudos futuros.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 CUPINS

Segundo Lima-Ribeiro et al. (2006), os cupins sdo pequenos insetos da ordem Isoptera e
fazem parte, junto com os Hymenoptera (formigas, abelhas e vespas), de um grupo de invertebrados
com comportamento diferenciado, os quais mantém uma organizac¢ao social com diviséo de castas
morfologicamente separadas e com fungdes diferentes na sociedade, porém funcionalmente
interdependentes, chamados de insetos sociais.

Normalmente, a col6nia de cupins € composta por trés castas: reprodutores (rainha e rei),
operérios e soldados. A rainha é o maior individuo da col6nia e em conjunto com o rei, sdo 0S
Unicos individuos férteis e responsaveis pela reproducdo. Os operarios sdo responsaveis pela
construcdo e manutencdo da coldnia (limpeza e coleta de alimentos) e os soldados, com suas fortes
mandibulas e/ou substancias quimicas, servem para a defesa (THORNE, 1996).

Os cupins ocupam a posicdo de consumidores primarios ou decompositores (herbivoros e
detritivoros) nos ecossistemas naturais, atuando na reciclagem de nutrientes por meio da trituracgéo,
decomposicao, humificacdo e mineralizacdo de uma variedade de recursos celuldsicos. Geralmente
assume-se que todos os cupins sdo consumidores de madeira (xil6fagos), porém uma grande
diversidade de material organico, em varios estagios de decomposicdo, pode servir de alimento para
esses insetos, incluindo madeira (viva ou morta), gramineas, plantas herbaceas, serapilheira, fungos,
ninhos construidos por outras espécies de cupins, excrementos e carcagas de animais, liquens e até
mesmo material organico presente no solo (LEE, WOOD 1971; LIMA, COSTA-LEONARDO,
2007).

Estes insetos ocorrem nas areas tropicais e temperadas, entre os paralelos 45°- 48°N e 45°S
(WOOD; SANDS, 1978). Atualmente, ha 2.858 espécies descritas, sendo que a regido neotropical
engloba 537 espécies (CONSTANTINO, 2007). Existem sete familias de Isoptera: Mastotermitidae,
Kalotermitidae, Termopsidae, Hodotermitidae, Serritermitidae, Rhinotermitidae e Termitidae
(GRASSE 1986). Para o Brasil, ainda ha discrepancias quanto a diversidade, estando registradas em
torno de 250 espécies por Fontes e Araujo (1999); 280 por Cancello e Schlemmermeyer (1999) e
cerca de 290 por Constantino (1999), que se distribuem entre as familias Kalotermitidae,
Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae (CONSTATINO, 1999). Porém, todos estes autores
concordam que certamente estes numeros devem se elevar com a aplicacdo dos estudos
termitofaunisticos no pais.

A rigueza local de espécies esta relacionada com caracteristicas ambientais como altitude,

temperatura, pluviosidade, tipo e estrutura da vegetacdo, de modo que a frequéncia de ocorréncia



dos térmitas reflete a disponibilidade de recursos e suas relagbes intra e interespecificas
(EGGLETON, 2000).

3.1.1 Ninhos

Os cupins normalmente constroem ninhos que apresentam formas e caracteristicas
diferenciadas de acordo com a espécie, oferecendo-lhes protecdo, aléem de manter a coesdo da
sociedade. O ninho é um sistema de cavidades e galerias interligadas entre si, constituindo um
ambiente fechado e isolado que possui microclima mais ou menos distinto do meio circundante
(com temperatura, umidade e atmosfera interna controladas). Ele pode ser construido em diferentes
ambientes, com métodos variados, por meio de escavacdo no solo e/ou madeira. Algumas espécies
constroem seus ninhos sobre a superficie do solo (epigeos), enquanto outras preferem a
subsuperficie (hipdgeos), troncos e galhos de arvores como suporte (arboricolas) ou madeira para
construcdo das galerias, utilizando diferentes combina¢des de materiais (solo, matéria orgéanica

vegetal e até a propria saliva e fezes) como matéria prima (NOIROT, 1970; FONTES, 1979).

3.1.2 Importancia dos cupins

Para Vasconcellos et al (2005), os cupins sd@o organismos importantes para a manutencéo da
dindmica dos processos de decomposicdo da necromassa vegetal e para os fluxos de nutrientes nas
florestas tropicais, devido principalmente a variedade de seus habitos alimentares e abundancia de
suas populacbes (MATSUMOTO, 1976; BIGNELL e EGGLETON, 2000). Além disso, o
comportamento construtor dos cupins causa modificacBes na estrutura dos solos, promovendo um
aumento de porosidade e do transporte de particulas minerais para a superficie e vice-versa (LEE e
WOOD, 1971; WOOD e SANDS, 1978). Assim, cupins sdo importantes agentes de manutencdo da
vitalidade do solo dos ambientes naturais e de beneficiamento e regeneracao dos solos degradados e
compactados das pastagens e cultivos. As alteragdes na estrutura dos ecossistemas, causadas pela
atividade dos cupins, podem influenciar a disponibilidade de recursos para outros organismos de
categorias troficas diferentes. Por isso, esses insetos sdo considerados como “engenheiros” de
ecossistemas (LAVELLE et al., 1997).



3.2 ACTINOBACTERIAS

As actinobactérias compreendem um grupo heterogéneo de bactérias filamentosas, que
filogeneticamente pertencem ao ramo das bactérias Gram-positivas com alto teor de guanina e
citosina. Sua caracteristica principal é a formacdo de filamentos ramificados ou hifas em algum
ponto do ciclo de vida em diversos taxa, persistindo como um micélio estavel ou fragmentando-se
em bacilos ou cocos (GOODFELLOW, 1989; HOLT et al., 1994).

Esses microrganismos estdo taxonomicamente classificados dentro do dominio Bacteria, na
divisdo Actinobacteria, classe Actinobacteria e ordem Actinomycetales (GARRITY; BELL,;
LILBURN, 2003).

Ocorrem em uma grande variedade de habitats e sdo capazes de crescer em uma vasta
diversidade de substratos, sendo comumente encontradas no solo (MCCARTHY; WILLIAMS,
1990). Existem, inclusive, diversos estudos a respeito desses microrganismos em diferentes locais,
como em desertos (TAKAHASHI et al,, 1996; OKORO et al.,, 2009), em esponjas marinhas
(JIANG et al., 2007; ELARDO, 2008; ZHANG et al., 2008), no trato intestinal de cupins
(BIGNELL et al., 1979; PASTI et al., 1990; SCHIMITH-WAGNER et al., 2003), em diversas
plantas (MATSUURA, 2004; UETANABARO, 2004; SILVA, 2006; VASCONCELLOS, 2008;
KHAMNA et al., 2009), em praias e dunas (ANTONY-BABU; GOODFELLOW, 2008), em
salamandras (LAUER et al., 2008), em formigas (FAVARIN, 2005), em rios (LEIVA et al., 2004),
da Terra Preta Antropogénica da Amazénia (GARCIA, 2006), e também de amostras de solo da
floresta amazo6nica (SOUZA; MORIYA; SOUZA, 2009).

Metabolitos de microrganismos produzidos no meio em que crescem sdo conhecidos ha
muito tempo (YARBROUGH et al, 1993). A funcdo desses produtos pode ser ecoldgica-
antagobnica, inibindo o crescimento ou desenvolvimento de competidores a exemplo dos antibioticos
produzidos por bactérias (KEEL et al., 1990) ou mesmo promovendo associa¢fes com outros
microrganismos, plantas superiores com fungos micorrizicos (HALLMAN e SIKORA, 1996). A
industria tem explorado comercialmente substancias metabolicas produzidas por fungos e bactérias.
Com finalidades médicas e/ou industriais essas substancias, produzidas in vitro e/ou in vivo, tém
sido estudadas no sentido de verificar supressdo de patdgenos de seres vivos e plantas (NARDO e
CAPALBO, 1998).

As actinobactérias produzem antibidticos, enzimas e inibidores enzimaticos de interesse
industrial (WILLIANS e VICKENS, 1988). Elas sdo especialmente Uteis na indUstria farmacéutica
por sua capacidade de produzir metabdlitos secundarios com diversas estruturas quimicas e
atividades bioldgicas, sendo muitos deles utilizados para tratamento de doencas humanas (WANG

et al., 1999). Os metabdlitos produzidos pelas actinobactérias correspondem a aproximadamente



dois tercos dos antibidticos naturais descobertos, incluindo muitos das seguintes classes:
aminoglicosideos, antraciclinas, B-lactamicos, macrolideos e tetraciclinas (OKAMI e HOTA, 1988).

Dentre estes, a estreptomicina, cloranfenicol, neomicina, gentamicina, eritromicina, entre outros.

3.3 GENERO BACILLUS

O género Bacillus (familia Bacillaceae) é extremamente heterogéneo, tanto
geneticamente (a quantidade de G + C das diversas espécies variam de 32 a 69%) quanto
fenotipicamente (tipo respiratorio, metabolismo dos aglcares, composicdo da parede etc). Os
estudos do DNAr 16S e 23S confirmaram essa heterogeneidade e mostraram que o género Bacillus
pode ser dividido em muitos géneros (ASH et al., 1991; RIVA et al., 1991). As espécies do género
Bacillus s&o bastonetes com extremidades retas ou arredondadas de tamanhos variaveis (0,5 X 1,2
pm até 2,5 x 10 pum), esporulados, Gram-positivos, geralmente moveis gracas aos flagelos
peritriquios (CLAUS e FRITZE, 1989; FORSYTH, 1998).

O cultivo desses microrganismos pode ser dificil, visto que algumas espécies podem exigir
inimeros fatores de crescimento e o aspecto colonial no agar & variavel e o fenbmeno de
dissociacdo sdo frequentes (CLAUS e FRITZE, 1989). O B. subtilis produz colbnias irregulares
(contorno ondulado ou filamentoso), consisténcia cremosa e de diametro entre 2 e 4 mm. Nos
cultivos mais velhos, as coldnias apresentam um aspecto seco rugoso e se incrustam no agar. As
coldnias das outras espécies isoladas na bacteriologia médica (B. coagulans, B. megaterium, B.
pumilus) ndo representam caracteristicas particulares. As espécies do género Bacillus esporulam
logo que as condicdes ndo sdo favoraveis (um sé esporo por célula vegetativa); frequentemente sdo
muito resistentes no meio ambiente. O fendmeno de esporulacdo, ao contrario que acontece pelas
espécies do género Clostridium, ndo é inibido pelo oxigénio. A esporulacédo depende das condi¢cdes
de cultivo “in vitro” e algumas espécies ndo esporulam em meios especiais (CLAUS e FRITZE,
1989; FORSYTH, 1998).

O género Bacillus é composto de microrganismos ambientais cujo habitat principal é o solo
onde possuem um papel importante no ciclo do carbono e do nitrogénio. A resisténcia dos esporos e
a diversidade fisiologica das formas vegetativas fazem com que sejam considerados ubiquos,
podendo ser isolados do solo, d’agua do mar da d’agua doce e géneros alimenticios (CLAUS e
FRITZE, 1989; FORSYTH, 1998).

Espécies do género Bacillus sdo bem conhecidos como produtores de antibidticos com
atividade contra fungos e bactérias patogénicas (LOEFFLER et al., 1986; KREBS, 1998).



3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS DE ACTINOBACTERIAS E BACILLUS

Todos os organismos vivos crescem e se reproduzem utilizando rotas metabdlicas muito
semelhantes, ou até idénticas, para a geracdo de energia. Essas rea¢des fazem parte do metabolismo
primario. Existem outras rotas metabdlicas que possibilitam os organismos produzirem os mais
diversos tipos de compostos, alguns inclusive restritos a certos géneros ou espécies. Essas rotas
constituem o metabolismo secundario, ou seja, seus produtos ndo sdo essenciais para a vida do
organismo, e normalmente, sdo produzidos na fase estacionaria do individuo. Mas também podem
ser sintetizados durante o crescimento (VINING, 1986; HECK, 2007).

Diversos reinos produzem metabdlitos secundarios, as plantas, por exemplo, os produzem
para a protecdo a predadores e pigmentos importantes para a reproducdo. Os insetos produzem
metabdlitos para comunicacdo ou protecdo; e ainda entre os eucariotos, os fungos sdo grandes
produtores de metabodlitos secundarios com diversos tipos de enzimas e até mesmo antibidticos.
Dentre as bactérias, o destaque fica para as actinobactérias, que sintetizam enzimas, e a maioria dos
antibioticos conhecidos (VINING, 1986; HECK, 2007).

Os fatores que desencadeiam a producdo de metabolitos secundarios geralmente estdo
ligados a escassez de algum nutriente essencial como carbono, nitrogénio ou fosfato (VINING,
1986; OCHI, 2007; HECK, 2007).

Ainda ndo se sabe a funcdo de muitos produtos do metabolismo secundario. Além disso,
cada organismo responde de uma maneira diferente a deplecdo de um ou de outro nutriente.
Portanto, quando ha interesse em produzir algum metabdlito secundario, é necessario estudar cada
espécie em particular, pois uma mudanca nas condicdes de cultivo pode inibir a producdo ou ainda
levar a producdo de outros compostos que ndo o esperado (HECK, 2007).

As actinobactérias representam a maior fonte de metabdlitos secundarios com atividade
anticelular (GARCIA, 2006). Desde a descoberta do primeiro antibiético de uma actinobactéria do
solo, em 1940, por Selman Waksman (CHATER, 2006), milhares de novas moléculas e
microrganismos ja foram estudados. As actinobactérias sdo utilizadas principalmente pela industria
farmacéutica por sua capacidade de producdo de metabodlitos secundarios (VAKULENKO e
MOBASHERY, 2003).

Existem cepas de uma mesma espécie de actinobactérias que produzem antibidticos
diferentes, e cepas de espécies diferentes que produzem o mesmo antibiético (OKAMI e HOTTA,
1988). Ou seja, a producdo de antibidticos é cepa-especifica e ndo espécie-especifica (PADILHA,
1998).

Um Unico género de actinobactéria, Streptomyces é capaz de sintetizar varios compostos nao

relacionados estruturalmente, entretanto, outros géneros também séo capazes de produzir compostos



relacionados. Os géneros Micromonospora, Nocardia e Saccharopolyspora, por exemplo, também
produzem aminoglicosideos; Aeromicrobium, Micromonospora e Saccharopolyspora produzem
também antibidticos da classe dos macrolideos; e ansamicinas sdo produzidas por cepas de
Amycolatopsis (EMBLEY e STACKEBRANDT, 1994).

Espécies do género Bacillus sdo bem conhecidos como produtores de antibioticos com
atividade antagonica contra fungos e bactérias patogénicas (LOEFFLER et al., 1986; KREBS, et al.,
1998). Eles formam esporos que podem ser facilmente formulados, e tem alta viabilidade
comparada com células vegetativas (BOCHOW et al., 1995). A atividade antagbnica tem sido
frequentemente associada com producdo de metabdlitos secundarios e com propriedades
antibidticas (SILO-SUH et al., 1994; STABB et al., 1994; ASAKA e SHODA, 1996).

A maioria dos antibidticos produzida por Bacillus spp. tem sido caracterizada como
dipeptideos ou peptideos ciclicos com baixo peso molecular (LOEFFLER et al., 1986; NAKANO;
ZUBER, 1990). Em 1977, ja haviam sido descritos 167 peptideos antimicrobianos produzidos por
membros do género Bacillus. Peptideos ciclicos como as gramicidinas S, tirocidinas e bacitracinas,
e lipopeptideos como as iturinas, bacilomicinas e fengicinas sdo metabolitos secundarios isolados

caracteristicos de bactérias do género Bacillus (LISBOA, 2006).

3.5 ETNOFARMACOLOGIA

A Etnofarmacologia € uma divisdo da Etnobiologia, sendo uma disciplina que visa ao estudo
do complexo conjunto de relacdes de plantas e animais com sociedades humanas (BERLIN, 1992).
Bruhn e Holmstedt (1982) definem a Etnofarmacologia como “a exploracdo cientifica
interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados
pelo homem”.

Os homens vém usando os insetos e alguns produtos dele hd muito tempo, como recursos
terapéuticos em varias partes do mundo (COSTA NETO, 2006). Para Carrera (2006), 0 uso
terapéutico de insetos ou de produtos e substancias produzidas por eles é denominado como
entomoterapia.

Costa Neto (2006) expde alguns exemplos muito antigos sobre a utilizacdo medicinal de
insetos, tais como: a utilizacdo do bicho-da-seda (Bombyx mori) na medicina tradicional chinesa se
da ha mais de trés mil anos; o Papiro de Ebers, datado de 16 a.C., contém registro de medicamentos
obtidos de insetos e aranhas; no periodo das Cruzadas, o0 mel de Apis mellifera era usado para tratar

varias enfermidades e o percevejo da cama (Cimex lectularius) para tratar obstruc6es urinarias.



O numero de trabalhos cientificos relacionados com a utilizacdo medicinal de insetos
(entomoterapia) tem aumentado (COSTA NETO e PACHECO, 2005). Assim, a selecdo
etnofarmacoldgica de animais, em especial, 0s insetos para pesquisa e desenvolvimento, baseada no
relato feito por seres humanos de um dado efeito terapéutico, pode ser um valioso atalho para a
descoberta de farmacos. Nesse contexto, o uso tradicional pode ser encarado como uma pré-triagem
quanto a propriedade terapéutica (ELISABETSKY, 2003; COSTA NETO, 2005; COSTA NETO,
2006).

3.6 CUPINS E CUPINZEIROS NA MEDICINA TRADICIONAL

Os insetos e alguns produtos extraidos deles tém sido usados desde muito tempo para fins
terapéuticos. No entanto, eles tém recebido pouca atengédo, e os estudos sobre entomoterapia séo
ainda bastante escassos (COSTA NETO, 2006).

Os representantes da Ordem Isoptera tambem sdo muito utilizados para a cura de varias
doencas e condigdes debilitantes, como bronquites, feridas, gripes e resfriados, hemorragias,
mordida de cachorro, bocio, picada de cobra e escorpides, prisdo de ventre, pneumonia, asma,
reumatismo, sarampo (COSTA NETO, 2006).

Segundo Costa Neto (2006), o uso de cupins e cupinzeiros como fonte de medicamentos foi
registrado em 11 estados brasileiros por diversos autores. Segundo este autor, 0S cupins ou
cupinzeiros sdo recomendados para a cura dessas doencas utilizando-se, cha desses insetos
esmagados, cha feito com os tuneis pretos dos cupinzeiros, cupinzeiros com agua fervente,
cupinzeiros com agua e acucar ou a inalacdo do cupinzeiro incinerado (COSTA NETO e
PACHECO, 2005; COSTA NETO, 2006).

Nomura (2006) relata a utilizacdo de cupins e cupinzeiros em duas cidades do Brasil. Em
Pirassununga-SP sdo utilizados para tratar umbigo saltado; em Betim-MG para tratamento de
quebradura (hérnia, rendidura). Os moradores do povoado de Pedra Branca, municipio de Santa
Terezinha-BA usam partes dos cupinzeiros para tratarem gripes e umbigo grande (COSTA NETO e
PACHECO, 2005). Costa Neto (2000) cita a utilizacdo do cupim cabeca-de-estaca (Syntermes
molestus) em Alagoas no tratamento de puxado (asma). Para o tratamento de asma, Branch e Silva
(1983) citam o uso do ché feito com individuos de Microcerotermes exigus (Hagen).

Lenko e Papavero (1996) citam que 0s cupins e suas moradias sao diretamente empregados
na cura de varias doencas. Como por exemplo, a utilizacdo do cha dos tdneis pretos que se
encontram dentro dos cupinzeiros para a cura da bronquite; “cha de cupim” para coqueluche e

sarampo; colocar cinzas de cupinzeiros em feridas para ndo deixar cicatrizes; inalagdo da fumaca



dos tuneis pretos de cupins para combater gripes e resfriados; mel de cupim para cessar
hemorragias; cozinhar cupim com acUcar e beber para curar pneumonia.

Bignell et al. (1979) e Pasti et al. (1990) evidenciaram a presenca de bactérias da Classe
Actinobactéria na microbiota associada a espécies de cupins. Como ja dito anteriormente, as
actinobactérias possuem um grande potencial na producdo de compostos bioativos e, em alguns
casos, pode ser que elas estejam envolvidas no processo da cura de muitas doengas, quando 0s
cupins sao utilizados como “remédios” pelas populacdes.

Segundo Costa Neto (2006), visto a enorme utilizagdo dos cupins na medicina tradicional
para a cura de diversas doencas, € necessario implementar mais investigacdes farmacoldgicas e
bioquimicas para identificar a verdadeira eficiéncia desses. O descobrimento de novos compostos
bioativos em artrépodes tem se concentrado principalmente nos insetos sociais, uma vez que eles
sd0 muito suscetiveis a diferentes tipos de patégenos, dai necessitarem produzir antibioticos e
fungicidas para se defenderem (PEMBERTON, 1999).

3.7 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Existem diferentes métodos que visam demonstrar atividade antibacteriana e antifungica de
produtos naturais. Esses métodos ndo séo igualmente sensiveis ou baseados sob o mesmo principio,
como consequéncia os resultados obtidos tambem passam a ser profundamente influenciados néao
somente pelo método selecionado, mas também pelos microrganismos usados para fazer o teste e
pelas caracteristicas de solubilidade de cada substancia em estudo (VANDEN BERGHE e
VLIETINCK, 1991; VALGAS, 2002).

Crucial para uma investigacdo de produtos naturais com atividades bioldgicas € a escolha de
bioensaios apropriados para 0 monitoramento dos efeitos requeridos. Além disso, esses bioensaios
devem ser projetados para o uso simultaneo de varias amostras de produtos naturais para facilitar o
trabalho de triagem. Os sistemas-teste devem idealmente ser simples, rapidos, reprodutiveis e
baratos. A complexidade dos bioensaios tem que ser planejada em funcdo das instalacbes, recursos
naturais, e disponibilidade de pessoal (HOSTETTMANN et al., 1997; VALGAS, 2002).

Os métodos de triagem atualmente disponiveis para detectar atividade antibacteriana de
produtos naturais se enquadram dentro de trés grupos:

1) métodos de difusao;

2) métodos bioautograficos e

3) métodos de diluicéo.



Os ensaios de difusdo e bioautogréaficos sdo considerados qualitativos, pois apenas mostram
se existe ou ndo atividade antibacteriana nos produtos naturais. Um exemplo de teste de difusdo é o
método Disco-Placa, onde um pequeno disco de papeldo ou papel filme contendo uma quantidade
conhecida da amostra a ser testada é aplicado sobre o meio de cultura inoculado com um
microrganismo-teste. O teste é bastante simples e prético, sendo possivel testar varias amostras
simultaneamente em uma Unica placa de Petri (BICALHO, 2003). Outro método de difusdo em &gar
¢ o método do Bloco de “Gelose”, que consiste na aplicagio de blocos de agar (com
microrganismos) sobre um meio de cultura inoculado previamente com um microrganismo-teste, a
fim de verificar se o microrganismo do bloco de &gar produz ou ndo antibiose sobre o
microrganismos-teste (ICHIKAWA, ISHIKURA e OZAKI, 1971). Os métodos de diluicdo podem
ser considerados semiquantitativos ou quantitativos. Quando séo testadas poucas concentracdes do
produto natural (geralmente 3 diluicdes) com a finalidade de detectar seu efeito antibacteriano, o
método é dito semiquantitativo. Os testes quantitativos, por sua vez, referem-se aqueles onde se
executam diluicdes seriadas do produto natural e determina-se para este, a concentragéo inibitoria
ou bactericida minima. Um exemplo bastante comum é o teste da Concentragéo Inibitoria Minima
(CIM), que é aplicado para a avaliacdo da poténcia da atividade antimicrobiana de misturas ou
substancias puras. Testa o comportamento dos microrganismos-teste frente a concentracGes
decrescentes dos compostos antimicrobianos em meio liquido. A menor concentracdo capaz de
inibir a multiplicacdo dos microrganismos-teste € denominada de CIM (BICALHO, 2003). Todos
esses metodos possuem sensibilidades diferentes e adaptacfes de cada um deles sdo usadas. Para
facilitar a interpretacdo dos resultados é importante que as adaptacGes sejam padronizadas
(VALGAS, 2002).



4. MATERIAIS E METODOS
4.1 AREAS DE ESTUDO

As coletas das amostras de terra e dos insetos para este estudo foram realizadas em éreas de
Mata de Cip6é no municipio de Lafaiete Coutinho-BA, situado no Sudoeste baiano, que ocupa uma
4rea de 352,66 km? com altitude de 355 m. Tal municipio estende-se por uma zona de transicdo
entre a Floresta Estacional e a Caatinga, com clima semi-arido e subimido a seco. A Mata de Cipd
apresenta arvores relativamente baixas, raramente ultrapassando 10 m a 12 m de altura, com
manchas de grande densidade de arvores por unidade de area, com didmetros que variam de
pequeno a médio porte onde ocorre grande quantidade de cip6s e lianas, formando um emaranhado
que dificulta a penetragéo e o caminhar dentro da formacdo (BRASIL, 1981).

Além dessa area, foram realizadas coletas no municipio de Feira de Santana-BA, localizado
na regido Paraguacu, com uma area de 1362,88 km? e altitude de 234 m. A vegetacdo predominante
no municipio é a Floresta Estacional com contato com a Caatinga e a Floresta Estacional Decidual,
o clima é o subumido a seco. Idénticos procedimentos foram desenvolvidos em Morro do Chapeu-
BA, municipio inserido na regido Piemonte da Diamantina, ocupando uma é&rea de 5531,85 km?
com altitude de 1011 m. Apresenta a Floresta Estacional com contato com a Caatinga e a Floresta
Estacional Semidecidual como vegetacdo e o clima predominante € o subumido a seco (BAHIA,
2007).
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Figura 1. Localizacdo dos municipios onde foram feitas as coletas dos materiais estudados.
Fonte: Disponivel em www.sei.ba.gov.br
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Figura 2. Vista geral dos trés pontos de coleta: (A) Morro do Chapéu — BA,; (B) Lafaiete Coutinho — BA e (C) Feira de
Santana — BA. Fotos: Getllio Bomfim



4.2 COLETA DE TERRA EM CUPINZEIROS E CUPINS

A escolha dos cupinzeiros para coleta aconteceu de forma aleatoria, em um total de cinco
cupinzeiros em cada area/municipio. As coletas foram realizadas com o auxilio de uma enxada e as
amostras de terra foram colhidas com espétula desinfetada com alcool 70%, sendo as amostras dos
cupinzeiros acondicionadas em tubos plasticos esterilizados. Apds coletadas amostras da terra das
partes superior, média e inferior do cupinzeiro foram coletadas e armazenadas em recipientes
préprios (frascos esterilizados), as amostras foram transportadas até o Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia (LAPEM), localizado na Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Feira
de Santana-BA e o plaqueamento foi realizado até 24h depois da coleta Espécimes de cupins
também foram coletados, conservados em alcool 70% e enviados a especialista para identificacdo

taxondmica.

4.3 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Para isolamento dos microrganismos, amostras dos cupinzeiros trazidas ao laboratério foram
pesadas até perfazer 10 g de terra por cupinzeiro; em seguida, foram ressuspendidas em 90 mL
(diluicdo 1:10) de agua destilada estéril e homogeneizadas com agitacdo manual por 2 minutos. As
amostras foram submetidas a uma diluicdo seriada em solucdo salina (10™ a 10®), seguindo a
inoculacdo de 0,1 mL da amostra de solo diluida sobre os meios de cultivos utilizados, sendo
espalhados com alca de Drigalski. Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada meio
(ARAUJO et al., 1998). Apos o processo de isolamento em meios de cultivo ISP2A (Amido, 10,0 g;
Extrato de levedura, 4,0 g; Extrato de malte, 10,0 g; Dextrose, 4,0 g; Agar, 20,0 g; Agua destilada,
1000 mL), CAA (Amido, 10,0 g; Caseina, 0,3 g; Nitrato de potéassio, 2,0 g; Cloreto de sodio, 2,0 g;
Fosfato hidrogeno dipotassico, 2,0 g; Sulfato de magnésio, 0,05 g; Carbonato de calcio, 0,02 g;
Sulfato ferroso, 0,01 g; Agar, 25,0 g; Agua destilada, 1000 mL) e ISP3 (Farinha de aveia, 20,0 g;
Solucdo de tracos de sais, 1,0 mL; Agar, 18,0 g; Agua destilada, 1000 mL), todos contendo 50
pg/mL do antifingico cicloheximida (durante 30 dias, a 30°C), as coldnias foram purificadas
através de estrias compostas, utilizando-se 0 mesmo meio e condi¢cdes de cultivo do isolamento
(MELO et al., 2006).



4.4 CARACTERIZACAO DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
4.4.1 Microrganismos-teste
Foi testada a atividade antimicrobiana contra 10 microrganismos (Tabela 1).

Tabela 1. Microrganismos-teste utilizados nos ensaios de detec¢éo de atividade antimicrobiana.

Microrganismos-teste

Staphylococcus aureus CCMB 285

S. aureus CCMB 262 (resistente a estreptomicina e
Bactérias Gram-positivas dihidrostreptomocina)

S. aureus CCMB 263 (resistente a novobiocina)

Escherichia coli CCMB 284

E. coli CCMB 261 (sensivel a trimetoprima e resistente a
Bactérias Gram-negativas sulfonamida)

Pseudomonas aeruginosa CCMB 268

Salmonella choleraesuis CCMB 281

Candida albicans CCMB 266

C. albicans CCMB 286 (resistente a anfotericina B e
Leveduras fluconazol)

C. parapsilosis CCMB 288 (resistente a anfotericina-B e

fluconazol)

Os microrganismos foram cultivados em meio Agar Mieller-Hinton (AMH) e Agar
Sabouraud (AS) e cultivados a 37°C, quando bactérias, e a 28°C, quando leveduras, por 24 e 48
horas, respectivamente. As cepas testes foram fornecidas pela Colecdo de Cultura de
Microrganismos da Bahia (CCMB/UEFS, Feira de Santana/BA).

4.4.2 Ensaio em meio solido

Para os ensaios em meio solido, o teste de atividade antimicrobiana foi realizado segundo a
metodologia descrita por Ichikawa, Ishikura & Ozaki (1971), que acontece pela difusdo do
composto bioativo em 4gar. Essa metodologia ¢ conhecida também como ‘“Método do Bloco de
Gelose”. Em nosso estudo, o procedimento consistiu inicialmente no cultivo do microrganismo

isolado em meio de cultura CAA na placa de Petri. Apds dez dias de incubacdo a 30° C, blocos de



agar circulares de 6 mm de diametro foram transferidos para as placas contendo AMH e AS,
previamente inoculadas com os microrganismos teste. Foi utilizada uma suspensdo de células
padronizadas dos microrganismos-teste na concentracio aproximada de 1,2 x 102 UFC/mL e 5 x10°
UFC/mL para bactérias e leveduras, respectivamente. O teste foi realizado em triplicata para todas
as linhagens isoladas. As placas foram incubadas respeitando-se as caracteristicas fisiologicas de
cada microrganismo-teste, conforme descrito anteriormente. Apds o periodo de incubacdo, 0s
didmetros dos halos de inibicdo de cada bloco foram medidos (em mm), efetuada uma média
aritmética e desvio padrdo dos resultados e utilizou-se a escala sugerida por Matsuura (2004) para a
classificagdo dos resultados. O controle do meio de cultivo foi realizado inoculando-se somente
blocos de 4gar do meio de cultura CAA (sem 0s microrganismos isolados) sobre os microrganismos
teste.

4.4.3 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Os isolados que apresentaram melhor atividade antimicrobiana atraves do ensaio em meio
solido previamente descrito foram testados para a determinacdo de concentracdo minima inibitéria
sobre 0s microrganismos teste. Para a determinacdo da concentracdo inibitoria minima por
microdiluicdo, foi utilizado o material liofilizado do caldo de cultivo onde o microrganismo isolado
foi crescido. Para este cultivo, cinco plugues de meio CAA com a cultura crescida do
microrganismo foram inoculados em 300 mL de caldo CAA e incubado a 30°C por 10 dias. Apds
este periodo, o material foi filtrado com gaze e submetido a liofilizacdo e, em seguida, mantido a
4°C até a sua utilizacdo. Para os ensaios de MIC, o extrato liofilizado foi ressuspendido em 2,0 mL
de agua ultra pura e filtrado em membrana de 0,22 um e foram seguidas as recomenda¢des do
manual da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2002 e 2003 -
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/manuais/clsi.ntm), com modificacbes. Os testes foram
realizados em Caldo Miueller-Hinton (CMH) para as bactérias. Foram preparadas diluicdes
geométricas de 200 mg/mL a 1,5625 mg/mL dos liofilizados em placas de microtitulacao estéreis de
96 pocos. Em seguida, cada poco recebeu 10 uL da suspensdo do microrganismo-teste. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas para bactérias e 28°C, por 48 horas, para leveduras. Foi
realizada uma verificacdo da pureza da suspensdo de indculo por meio de uma subcultura de uma
aliquota, correspondente a citada acima, em placa de AMH para incubacdo simultanea. Apos o
tempo de incubacdo, foram adicionados 30 L de resazurina e 50 pL de cloreto 2,3,5-
trifeniltetrazolio, na concentracdo final de 1,250 mg/pogo (para bactérias e leveduras

respectivamente), para andlise quantitativa do crescimento microbiano nos pocos de ensaio e



determinagdo da atividade antimicrobiana relativa de cada diluicdo das amostras. Dilui¢cdes dos
antibidticos, cloranfenicol e nistatina (concentracdo inicial de 10 mg/mL e 20 mg/mL para cada um
respectivamente), foram utilizadas como controles para fins de comparacdo de dados entre
experimentos independentes e como indicadores para avaliacdo relativa do nivel de inibicdo das
amostras testadas. Também foram realizados controles de viabilidade dos microrganismos testados
e da esterilidade do meio de cultura. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.5 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

4.5.1 Estudos Morfol6gicos

4.5.1.1 Micromorfologia

A determinacdo da micromorfologia foi realizada nos isolados que apresentaram 0S
melhores resultados através da metodologia em meio solido, de acordo com a metodologia descrita
em Shirling e Gottlieb (1966), com modificacdes. Os isolados foram repicados com alca de repique
sobre “plugs” de agar CAA. Laminulas estéreis foram acopladas aos “plugs”. As culturas foram
entdo incubadas a 30° C, por até 21 dias em camara Umida. Depois de sete, 14 e 21 dias, as
laminulas foram retiradas com ajuda de uma pinca esterilizada, colocadas sobre laminas
identificadas previamente. Depois foram visualizadas e fotografadas em microscépio Optico para

observacdo da micromorfologia de cada isolado.

4.5.2 Estudos moleculares

4.5.2.1 Extracdo do DNA gendmico

Os isolados preservados foram reativados em 10 mL meio caldo CAA e incubados a 30 °C
por 120h com agitacdo (150 rpm). As celulas foram coletadas por centrifugacdo a 12.000 rpm por 2
min para extracdo de DNA genémico em pequena escala, segundo o método descrito por Pospiech,
Neumann (1995) e Pitcher, Saunders e Owen (1989), modificado. O DNA gendmico obtido foi
quantificado através da comparagdo do DNA do fago A em diferentes concentragdes e mantidos a

temperatura de 4 °C.



4.5.2.2 Amplificacdo da regido 16S rDNA

Fragmentos do rDNA 16S foram amplificados a partir do DNA gendmico, utilizando os
primers p27f (5>-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e pl401r (5°-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAGG-3’). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi feita em
um volume de 50 pL contendo 1 mM tampao 10X, 0,2 uM dNTP’s (desoxirribonucleotideos
trifosfatados), 0,4 UM de cada primer, 1,5 mM de MgCl,, 2 U de Taqg Polimerase (Invitrogen), e 50-
100 ng de DNA, nas seguintes condicdes: desnaturacdo 95 °C / 5 min; 30 ciclos de desnaturacao
94°C / 1 min, anelamento 55°C / 1 min, extensdo 72°C / 3 min; extensdo final 72°C / 3 min, em
termociclador BIORAD iCycler (Biorad®). O produto amplificado foi analisado em gel de agarose a
1,2% usando um marcador de peso molecular DNA Ladder de 1 Kb para confirmar o tamanho do

fragmento e 0 DNA do fago A em diferentes concentragdes para quantificacao.

4.5.2.3 Purificacdo dos produtos de PCR

O produto amplificado foi purificado usando mini-coluna GFX (GFX PCR DNA and gel
band purification kit, GE Healthcare) e submetido ao sequenciamento. As reacdes de
sequenciamento (10 pL) contendo 1 a 5 pL de DNA (concentracdo minima de 200 ng/uL); 3,2
pmoles.puL™ de primer e 4 pL do kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle (GE Healthcare), foram
submetidas ao programa de amplificacdo com 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C / 20 s, anelamento
50°C / 15 s e extensdo de 60°C / 1 min. em termociclador BIORAD iCycler (Biorad®).

4.5.2.4 Sequenciamento dos produtos do PCR de 16S rDNA e analise filogenética das sequéncias
obtidas

Os primers utilizados na reacdo sequenciamento foram: 28f (5" GAG TTT GAT CCT GGC
TCA G 37); 1100r (5" AGG GTT GGG GTG GTT G 3") (LANE, 1991); 765f (5" ATT AGA TAC
CCT GGT AG 3") (STACKEBRANDT; CHARFREITAG, 1990); 782r (5" ACC AGG GTA TCT
AAT CCT GT 3") (CHUN, 1995). O sequenciamento foi realizado pela MACROGEN (EUA).

As sequéncias obtidas no sequenciamento foram, entdo, processadas no programa
phred/Phrap/CONSED versao Linux (EWING et al., 1998; GODON et al., 1997) para a montagem
dos contigs. A sequéncia com aproximadamente 1000 pb foi submetida a comparacdo nos bancos
de dados, Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e Ribosomal Data Projetct Il 9.0

(http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp). As sequéncias recuperadas dos bancos de dados foram



alinhadas no programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997), editadas no BIOEDIT (HALL,
1999).

4.6 PRESERVACAO DOS ISOLADOS

Repiques de culturas puras foram transferidos para tubos contendo 5 mL do meio CAA
inclinado. Depois da formacdo dos esporos (cultivo por 10 dias a 30°C), foram adicionados 1000
ML de agua destilada estéril e procedeu-se a homogeneizacdo. Logo ap6s, foram retirados 330 pL
da dgua contendo as estruturas de esporos em suspensao das actinobactérias, sendo preservados em
criotubos contendo previamente 10% de glicerol estéril que, em seguida, foram congelados e
mantidos em ultrafreezer a — 85°C, conforme modificacio do método descrito por Zipel e
Neigenfind (1988). Desta forma, ficam assegurados para estudos futuros e, para tanto, estdo sendo
depositados na Colecéo de Culturas de Microrganismos da Bahia (CCMB/UEFS).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COLETA DA TERRA EM CUPINZEIROS

Foram realizadas as trés coletas: a primeira no municipio de Morro do Chapéu/BA, que
aconteceu em 09 de outubro de 2008; a segunda foi realizada no dia 28 de dezembro de 2008 no
municipio de Lafaiete Coutinho/BA, e a ultima coleta aconteceu no municipio de Feira de
Santana/BA, em 05 de fevereiro de 2009. Os dados dos locais amostrados foram georreferenciados
com GPS e encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Dados cartograficos dos locais de coleta da terra dos cupinzeiros e dos cupins em
diferentes localidades do Estado da Bahia

MORRO DO CHAPEU

Cupinzeiro 1 Cupinzeiro 2 Cupinzeiro 3 Cupinzeiro 4 Cupinzeiro 5

S11°34'01,1" S 11°34'02,9" S 11°35'10,8" S11°35'12,4" S 11°35'11,3"

W 041°09' 57,6" W 041° 10' 00,0" W 041° 11' 50,2" W 041° 12' 31, 7" W 041° 12' 30,6"

Altitude: 1062m  Altitude: 1065m Altitude: 1126m Altitude: 1218m Altitude: 1215m

LAFAIETE COUTINHO

Cupinzeiro 1 Cupinzeiro 2 Cupinzeiro 3 Cupinzeiro 4 Cupinzeiro 5

S 13°38' 58,4" S 13°38' 58,0" S 13°38' 56,8" S 13°38'51,3" S 13°38'48,3"

W 040° 12' 50,4" W 040° 12' 48,9" W 040° 12' 48,9" W 040° 12' 47,7" W 040° 12' 42,6"

Altitude: 576m Altitude: 579m Altitude: 581m Altitude: 594m Altitude: 614m
FEIRA DE SANTANA

Cupinzeiro 1 Cupinzeiro 2 Cupinzeiro 3 Cupinzeiro 4 Cupinzeiro 5

S 12°09' 06,2" S 12°09' 06,4" S 12°09' 07,0" S 12°09' 06,7" S 12°09' 07,2"

W 038°58' 56,8" W 038°58' 57,4" W 038°58' 57, 7" W 038° 58' 58,3" W 038° 58' 58,8"

Altitude: 237m Altitude: 238m Altitude: 238m Altitude: 238m Altitude: 239m




5.2 IDENTIFICACAO DOS CUPINS

Os 20 individuos coletados em cada cupinzeiro foram identificados pela Dra. Ana Cerilza
Santana Mélo, do Laboratério de Entomologia da Universidade Estadual de Feira de Santana
(LENT/UEFS).

Da coleta em Lafaiete Coutinho, os individuos do cupinzeiro 1 e 4 foram identificados como
Nasutitermes sp.1, j& os coletados nos cupinzeiros 2, 3 e 5 foram Cornitermes sp. (Tabela 4). Os
cupins coletados em Feira de Santana foram classificados como Nasutitermes sp.2 (Tabela 5).
Todos os individuos coletados nos cinco cupinzeiros Morro do Chapéu foram classificados como
Constrictotermes sp. (Tabela 6).

5.3 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Um total de 145 microrganismos foi isolado das trés localidades estudadas (Morro do
Chapéu, Lafaiete Coutinho e Feira de Santana/BA). O numero e porcentagem de isolados, segundo
0 local de coleta e meios de cultivos utilizados sdo mostrados na Tabela 3.

Este nimero muito provavelmente subestima a populacéo total de actinobactérias e Bacillus
em termos de diversidade, uma vez que foram somente isolados 0s microrganismos capazes de se
desenvolver nos meios de cultura utilizados neste estudo. Tais limitagdes aplicam-se a maioria dos
estudos baseados em métodos de plagueamento, isolamento e cultivo de microrganismos em
laboratdrio, embora eles fornecam indicacdes relativas da estrutura da populagdo microbiana, uma
vez que apenas 0,1% ou no maximo 10% da populacdo microbiano sdo cultivaveis pelo uso de
técnicas microbiologicas convencionais (TORSIVIK et al., 1990; AMANN et al., 1995; RANJARD
et al., 2000; TEIXEIRA; MELO; VIEIRA, 2005, GARCIA, 2006).

Tabela 3. NUumero e porcentagem de isolados, segundo o local de coleta e meios de cultivos
utilizados
LOCAIS DA COLETA

MEIOS DE TOTAL DE

CULTIVO Morro do Chapéu Lafaiete Coutinho Feira de Santana ISOLADOS

CAA 21 (38,18%) 16 (37,20%) 14 (29,78%) 51 (35,18%)
ISP2 A 16 (29,10%) 14 (32,55%) 14 (29,78%) 44 (30,34%)
ISP3 18 (32,72%) 13 (30,25%) 19 (40,42%) 50 (34,48%)

TOTAL 55 (100%) 43 (100%) 47 (100%) 145 (100%)



De acordo com os dados acima apresentados, verificou-se praticamente 0 mesmo nimero de
isolados nos meios CAA (51 isolados; 35,18%) e ISP-3 (50 isolados, 34,48%), enquanto que no
meio ISP2 o nimero de isolados foi de 44 (30,34%). No trabalho de Holt et al. (1994) foi observado
que os meios de cultivos que continham amido na sua formulacdo foram os mais eficientes no
isolamento de actinobactérias em geral, o que também foi observado no presente trabalho, ja que os
meio CAA que contém amido em sua composicdo, foi o que apresentou maior nimero de isolados
(51).

Das localidades estudadas, o municipio de Morro de Chapéu foi o que obteve um maior
nimero de isolados com 55 (37,93%), seguido por Feira de Santana com 47 (32,42%) e Lafaiete
Coutinho com 43 (29,65%).

5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.4.1 Teste de antagonismo em meio solido

No presente trabalho, convencionou-se a classificacdo da atividade antimicrobiana de acordo
com Matsuura (2004) como:
e Ausente (—): auséncia de halo de inibic&o;
e Baixa ( +): didametro do halo de inibicdo entre 7.a 10 mm;
e Moderada ( + +): diametro do halo de inibicao entre 11 a 14 mm;

e Alta (++ +): didmetro do halo de inibicdo superior a 14 mm.

A atividade antimicrobiana dos 145 microrganismos isoladas foi testada e as Tabelas 4, 5 e 6
mostram os resultados somente daquelas que apresentaram atividade antimicrobiana para algum dos
microrganismos-teste utilizados, com excec¢do de P. aeruginosa CCMB 268, pois esta bactéria ndo
foi inibida por nenhum dos isolados de actinobactéria do presente trabalho. A Pseudomonas
aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa, que além da estrutura de peptideoglicano na parede
celular, apresenta uma membrana externa que confere a ela uma efetiva barreira de permeabilidade,
restringindo a penetracdo de alguns compostos antimicrobianos (TEGOS, 2002; CARVALHAL e
ALTERTHUM, 2004; NOBRE, 2008). A mesma também possui muitos fatores de viruléncia
incluindo constituintes estruturais, toxinas e enzimas que podem agir de forma multifatorial para
apresentar resisténcia a diversos compostos (PAUL et al., 1997; MURRAY et al., 2004).



No geral, o espectro de acdo dos isolados dos cupinzeiros que apresentaram atividade
antimicrobiana foi bastante amplo, inibindo o crescimento tanto de bactérias quanto de leveduras,
indicando o grande potencial destas bactérias como produtoras de substancias antimicrobianas.

Segundo Currie et al. (1999), existem actinobactérias presentes no corpo das formigas da
tribo Attini, pertencentes ao género Streptomyces. Estas atuam como uma barreira, protegendo o
formigueiro de microrganismos patogenos, e em troca, as formigas dispersariam a actinobactéria,
fornecendo algum tipo de alimento e condi¢des favoraveis para seu crescimento (BARBOSA, 2004;
FAVARIN, 2005).

Este é o primeiro trabalho na literatura cientifica a estudar a acdo antimicrobiana de
actinobactérias e Bacillus isolados de cupinzeiros.

5.4.1.1 Isolados do municipio de Lafaiete Coutinho

Dos 43 isolados do municipio de Lafaiete Coutinho/BA, 14 (32,55%) mostraram atividade
antimicrobiana contra microrganismos-teste utilizados, dos quais dois (14,28%) mostraram
atividade contra Escherichia coli CCMB 284, quatro (28,57%) contra E. coli CCMB 261, trés
(21,42%) contra Salmonella choleraesuis CCMB 281, quatro (28,57%) contra Staphylococcus
aureus CCMB 285 (sendo um deles mostrado na Figura 3 A), nove (64,28%) contra S. aureus
CCMB 262, onze (78,57%) contra S. aureus CCMB 263, dois (14,28%) contra Candida albicans
CCMB 266 (sendo um deles mostrado na Figura 3 B), trés (21,42%) contra C. albicans CCMB 286
e quatro (28,57%) contra Candida parapsilosis CCMB 288. Estes resultados estdo mostrados na
Tabela 4.

Figura 3. Ensaios de atividade antimicrobiana pelo método da difusdo em agar do isolado LC 10
contra (A) Staphylococcus aureus CCMB 285 e contra (B) Candida albicans CCMB 266. Fotos:
Jodo Ronaldo Vasconcelos Neto..



Tabela 4. Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em &gar apresentada pelos microrganismos isolados de cupinzeiros no municipio de
Lafaiete Coutinho — BA.

MICRORGANISMOS

CODIGO 2 @
< & S 2B 9B g a9l 238328 83
DO SO SISNOUN VAol = & = N & & 32 & Z N F N S 8 8 N =
S @383 $§39 5808 50 508 5050 go
ISOLADO CUPINS (N°) W S wui = g2 82 83 &3 J 3272 %32
O O 0 0 2?0 0 OO0 O =0
w (@)
LC7 Cornitermes sp. 2 - - - + + + 4+ + + ++
LC9 Cornitermes sp. 2 - + - - ++ + - = +
LC 10 Cornitermes sp. 2 - - + 2 s + ++ + + ++ +++
LC 16 Cornitermes sp. 3 - - - - - + - - -
LC 17 Cornitermes sp. 3 + + ++ + + + - - -
LC 20 Cornitermes sp. 3 - - - - + - - - -
LC21 Cornitermes sp. 3 + + - - + + - - -
LC 22 Cornitermes sp. 3 - - - + - - - - -
LC 23 Cornitermes sp. 3 - - + - + - - - -
LC 27 Cornitermes sp. 3 - - - - +++ + - - -
LC 32 Nasutitermes sp.1 4 - - - - - ++ - - -
LC 35 Nasutitermes sp.1 4 - - - - - ++ 2 - -
LC 36 Nasutitermes sp.1 4 - - - - - +++ - - .
LC 40 Cornitermes sp. 5 - + - - ++ ++ - + +




Para a acdo antimicrobiana dos microrganismos isolados dessa localidade foi observado que
as cepas mais sensiveis foram o S. aureus CCMB 262 e o S. aureus CCMB 263 (Tabela 4), pois
nove (64,28%) e 11 (78,57%) isolados apresentaram atividade antagonista para com esses
microrganismos-teste, respectivamente. O isolado LC 10 apresentou um amplo espectro de agéo,
ndo sendo capaz de inibir apenas as duas cepas de E. coli testadas.

Houve diferenga na atividade antimicrobiana entre os isolados de uma mesma localidade.
Sete deles (LC 16, LC 20, LC 22, LC 27, LC 32, LC 35 e LC 36) inibiram pelo menos uma das
bactérias Gram-positivas. J&4 LC 07 inibiu bactérias Gram-positivas e leveduras. Os isolados LC 17,
LC 21 e LC 23 apresentaram antagonismos frente apenas bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Enquanto que os isolados LC 09, LC 10 e LC 40 apresentaram amplo espectro de acéo,

inibindo bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e leveduras (Tabela 4).

5.4.1.2 Isolados do municipio de Feira de Santana

Dos 47 isolados do municipio de Feira de Santana/BA, 12 (25,54%) mostraram atividade
antimicrobiana contra os microrganismos-teste utilizados (Tabela 5), dos quais apenas um (8,33%)
mostrou atividade contra Escherichia coli CCMB 284, outro (8,33%) contra E. coli CCMB 261,
oito (66,67%) contra Salmonella choleraesuis CCMB 281, dez (83,33%) contra Staphylococcus
aureus CCMB 285, todos os doze (100%) contra S. aureus CCMB 262 (Figura 4 A), nove (75%)
contra S. aureus CCMB 263, seis (50%) contra Candida albicans CCMB 266, sete (58,33%) contra
C. albicans CCMB 286 e sete (58,33%) contra Candida parapsilosis CCMB 288 (Figura 4 B).

Figura 4. Ensaios de atividade antimicrobiana pelo método da difusdo em agar (A) do isolado FS
36 contra Staphylococcus aureus CCMB 262 e (B) do isolado FS 37 contra Candida parapsilosis
CCMB 288. Fotos: Jodo Ronaldo Vasconcelos Neto.



Tabela 5. Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em &gar apresentada pelos microrganismos isolados de cupinzeiros no municipio de Feira
de Santana — BA.

CODIGO
DO
ISOLADO

FS3
FS9
FS21
FS 32
FS 36
FS 37
FS 39
FS 40
FS 41
FS 42
FS 43
FS 46

ESPECIE DE
CUPIM

Nasutitermes sp.

Nasutitermes sp.
Nasutitermes sp.
Nasutitermes sp.
Nasutitermes sp.
Nasutitermes sp.
Nasutitermes sp.
Nasutitermes sp.
Nasutitermes sp.
Nasutitermes sp.
Nasutitermes sp.

Nasutitermes sp.

N DD NN DD DD DN DN DD DN DN DD
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E. coli
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MICRORGANISMOS
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CCMB 263
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Os microrganismos mais sensiveis foram as cepas de S. aureus CCMB 262 e S. aureus
CCMB 285, pois todos os isolados apresentaram atividade antagonista contra a cepa S. aureus
CCMB 262 e 10 contra S. aureus CCMB 285. O isolado FS 41 apresentou um amplo espectro de
acdo, apresentando atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras. Este
isolado ndo apresentou atividade apenas contra a cepa de C. albicans CCMB 266. Os
microrganismos FS 09, FS 39 e FS 42 inibiram apenas cepas de S. aureus. Dois isolados (FS 03 e
FS 21), inibiram todas as trés cepas de S. aureus testadas e S. choleraesuis CCMB 281. O isolado
FS 32 inibiu S. aureus e leveduras. Enquanto as outras (FS 36, FS 37, FS 40, FS 41, FS 43 e FS 46)
inibiram todas as classes de microrganismos-teste analisados nesse estudo, mostrando seu amplo

espectro de acdo (Tabela 5).

5.3.1.3 Isolados do municipio de Morro do Chapéu

Dos 55 isolados do municipio de Morro do Chapéu/BA, doze (21,81%) mostraram atividade
antimicrobiana contra os microrganismos-teste utilizados (Tabela 6), dos quais trés (25%) contra
Salmonella choleraesuis CCMB 281, sete (58,33%) contra Staphylococcus aureus CCMB 285,
todos os doze (100%) contra S. aureus CCMB 262 (um deles mostrado na Figura 5 A), nove (75%)
contra S. aureus CCMB 263, cinco (41,66%) contra Candida albicans CCMB 266, oito (66,66%)
contra C. albicans CCMB 286 e quatro (33,33%) contra Candida parapsilosis CCMB 288 (um
deles mostrado na Figura 5 B).

Os microrganismos-testes mais sensiveis foram as cepas de S. aureus CCMB 262 e S.
aureus CCMB 263 (Tabela 6), pois todos os isolados apresentaram atividade antagonista contra o

primeiro e nove para o segundo microrganismo.

Figura 5. Ensaios de atividade antimicrobiana pelo método da difusdo em agar (A) do isolado MC
50 contra Staphylococcus aureus CCMB 262 e (B) do isolado MC 46 contra Candida parapsilosis
CCMB 288. Fotos: Jodo Ronaldo Vasconcelos Neto.



Tabela 6. Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar apresentada pelos microrganismos isolados de cupinzeiros no municipio de Morro
do Chapéu — BA.

MICRORGANISMNOS

CODIGO 2) k%
. 2 83 08 o3 «3 28 28 8 &
DO ESPECIE DE CUPINZEIRO X 3 N 3 3z N S S = N
(N°) 5 Q@ 5 m 5 m 5 m 'S o S o =
ISOLADO CUPIM 53 ®82 ®2 =2 |2 T2 52
s o o Y0 20 OO0 OO0 =0
n o
MC 1 Constrictotermes sp. 1 - + + + - + -
MC 4 Constrictotermes sp. 2 = + + + - - -
MC 28 Constrictotermes sp. 4 - - + + - - -
MC 30 Constrictotermes sp. 4 - - + - + + +
MC 36 Constrictotermes sp. 4 " e + ++ + + +
MC 39 Constrictotermes sp. 5 - - + - - ' -
MC 41 Constrictotermes sp. 5 - - + + + + ;
MC 44 Constrictotermes sp. 5 + + + + ++ + -
MC 46 Constrictotermes sp. 5 " + + + ++ + + ++
MC 48 Constrictotermes sp. 5 - + + + - + '
MC 50 Constrictotermes sp. 5 - + ++ - - - -
MC 55 Constrictotermes sp. 5 - - + + - - -




Os isolados MC 36 e MC 46 apresentaram um amplo espectro de agéo, inibindo todos o0s
microrganismos estudados. Os microrganismos MC 04, MC 28, MC 50 e MC 55 inibiram apenas
bactérias Gram-positivas. Os isolados MC 01, MC 30, MC 39, MC 41 e MC 48 inibiram bactérias
Gram-positivas e leveduras. Além de P. aeruginosa, desta localidade nenhum dos isolados
apresentou atividade contra E. coli (Tabela 6).

Na Tabela 6 pode ser observado que as cepas de microrganismos que se demonstraram ser
mais sensiveis foram as de Staphylococcus aureus (CCMB 262 e CCMB 263). Os microrganismos-
teste mais resistentes foram as bactérias Gram-negativas, Escherichia coli (CCMB 261), E. coli
(CCMB 284) e Pseudomonas aeruginosa (CCMB 268).

No geral, através da técnica de difusdo em &gar, os isolados LC 10, FS 41, MC 36 e MC 46,
oriundos de diferentes localidades, apresentaram amplo espectro de acdo, jA que produziram
metabdlitos que inibiram bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras. Por isso, assim
como no exemplo das formigas Attini (CURRIE et al., 1999; BARBOSA, 2004; FAVARIN, 2005),
sugerimos que as actinobactérias e os Bacillus presentes nos ninhos dos cupins também produzam
compostos antimicrobianos para proteger as col6nias.

Alguns trabalhos com a metodologia para prospeccdo de atividade antimicrobiana por
difusdo em 4&gar, ja demonstraram essa habilidade em actinobactérias e diversas espécies de
Bacillus. Laide et al. (2008) e Atta (2009) citam boa atividade antimicrobiana de duas linhagens do
género Streptomyces isoladas de solo Egipcio frente aos microrganismos-teste selecionados. No
primeiro trabalho houve atividade contra as bactérias E. coli, S. aureus e C. albicans, ja no segundo
trabalho, houve atividade antiflngica contra C. albicans. Outros autores apresentaram resultados da
atividade de actinobactérias isoladas de amostras de sedimento marinho na Baia de Bengal na india,
os mesmos foram testados contra S. aureus, E. coli e C. albicans e também apresentaram bons
resultados (SUTHINDHIRAN; KANNABIRAN, 2009). No trabalho de Parungao et al. (2007),
actinobactérias isoladas de dunas nas Filipinas também mostraram maior atividade contra S. aureus
do que contra E. coli. Actinobactérias isoladas de diferentes localidades em Cuba foram ativas
contra E. coli, S. aureus e C. albicans, demonstrando um amplo espectro de atividade antifungica e
antibacteriana (IZNAGA et al., 2004). Para atividade antimicrobiana do género Bacillus, Lisb6a
(2006) e Hong Cao (2009) apresentam resultados positivos frente a duas linhagens de E. coli para o
primeiro e S. aureus para os dois trabalhos. No primeiro trabalho o isolado foi obtido do solo, ja no
segundo, de um alimento tradicional do Japao (Natto).

Estudos anteriores usando testes de difusdo em &gar demonstram que isolados de
actinobactérias apresentam maior atividade contra bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas.
Em um desses trabalhos, 18 de 60 isolados demonstraram antagonismo contra bactérias Gram-
positivas e somente sete contra Gram-negativas (SAADOUN e GHARAIBEH, 2003). Outro estudo



com 337 isolados (GONZALES et al. 2005) mostrou que 27% dos isolados apresentaram atividade
antimicrobiana, sendo que a atividade mais frequentemente encontrada foi contra bactérias Gram-
positivas (23%), depois contra C. albicans (10,7%) e o menor antagonismo foi contra Gram-
negativas. Zitouni et al. (2005) demonstraram que todas as 86 actinobactérias por eles isolados
apresentaram forte atividade contra bactérias Gram-positivas, moderada contra leveduras e fraca a
moderada contra Gram-negativas. Heck (2007) mostrou que das 24 actinobactérias testadas, 10
apresentaram atividade, 7 contra Gram-positivas e 3 contra Gram-negativas e também Gram-
positivas, no entanto a inibi¢do foi de baixa intensidade. Pode-se perceber em nosso trabalho que a
atividade antimicrobiana foi maior contra as bactérias Gram-positivas, isso acontece porque as
bactérias Gram-negativas possuem em sua estrutura uma membrana externa que confere a este
grupo uma efetiva barreira de permeabilidade, restringindo a penetracdo de alguns compostos. Além
de alguns antibioticos penetrarem lentamente por esta membrana, e isto contribui para a resisténcia
dessas bactérias. (TEGOS, 2002; CARVALHAL e ALTERTHUM, 2004; NOBRE, 2008).

O fato das outras 107 linhagens isoladas ndo apresentarem atividade antimicrobiana
detectavel em meio sélido, ndo significa que estas sejam incapazes de produzir antibidticos. Novos
ensaios utilizando outros meios de cultivo para o crescimento dos isolados, novas metodologias e
outros microrganismos-teste poderdo ser utilizados, visando melhorar a deteccdo de antibiose
(Matsuura, 2004).

Houve diferenca na atividade dos isolados de cupinzeiros das diferentes localidades
estudadas. Os isolados do municipio de Feira de Santana mostraram uma maior inibicdo (nove
microrganismos inibidos, com uma alta atividade para bactérias Gram-positivas, moderada a alta
para leveduras e uma baixa atividade para bactérias Gram-negativas) dos microrganismos-teste em
relacdo aos outros isolados dos outros municipios, pelo ensaio em meio sélido. Os resultados
obtidos indicam o potencial desses microrganismos isolados da terra dos cupinzeiros como

produtores de substancias antimicrobianas.

5.3.2 Determinacgdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

A Tabela 7 apresenta os resultados da Concentracédo Inibitoria Minima dos extratos aquosos
dos isolados que inicialmente apresentaram atividade antimicrobiana pela técnica da difusdo em
disco frente aos microrganismos-teste utilizados nesse trabalho.

Na determinacdo da concentracdo inibitdria minima, observou-se que dos 11 isolados
selecionados no ensaio anterior, nove apresentaram atividade antagonista, apontando a concentracao

minima para tal (Tabela 7).



Para Pandey et al. (2004), a CIM ndo é uma constante para um determinado agente, pois é
influenciado por uma série de fatores. Esses fatores incluem a natureza do microrganismo-teste
utilizado, o tamanho do in6culo, bem como a composicdo do meio de cultura, o tempo de
incubacdo, e aeracdo. Em geral, os resultados obtidos pela metodologia da CIM sdo mais sensiveis
quando comparados com os de difusdo em disco (PANDEY, 2004), o que ndo ocorreu no presente
trabalho. Alguns microrganismos sdo capazes de produzir metabdlitos que contribuem para o
crescimento de outros, tais como as vitaminas tiamina e riboflavina, flavoproteinas, vitamina By,
vérias porfirinas-like, compostos contendo ferro e coenzima A (SANTOS et al, 1976;
UETANABARO, 2004). Nossos resultados também podem ter sofrido influéncia do meio de
cultivo utilizado para o cultivo das actinobactérias e Bacillus spp. (Caldo CAA) que pode ter sido
aproveitado pelos microrganismos-teste para seu crescimento.

Pode-se observar que trés extratos de isolados (LC 07, FS 40 e FS 46) foram capazes de
inibir Pseudomonas aeruginosa (CCMB 268) (CIM de 200; 100 e 200 mg.mL™, respectivamente).
Em contrapartida, os isolados FS 41 e MC 46, ndo inibiu nenhum dos microrganismos testados
atraveés da CIM. Os isolados FS 37, FS 43, FS 46 e MC 30 inibiram apenas leveduras, tendo sido o
melhor resultado de CIM o do isolado FS 43 contra 0 microrganismo-teste Candida albicans
CCMB 286, com o valor de 0,78125 mg.mL™. Os isolados FS 43 e FS 46 também apresentaram
efeito antimicrobiano sobre C. parapsilosis CCMB 288 (3,125 e 6,25 mg.mL™, respectivamente).

Nessa técnica 0 microrganismo-teste mais sensivel foi C. albicans CCMB 286 (81,2%),
enquanto que o mais resistente foi Staphylococcus aureus CCMB 285 (18,2%).

O isolado FS 40 inibiu 90% dos microrganismos-testes, inclusive a Pseudomonas
aeruginosa CCMB 268, que nao foi inibida no ensaio em meio sélido por nenhum dos isolados das
trés localidades estudadas. Isso pode ter ocorrido devido ao tamanho da molécula bioativa
produzida por este isolado, pois sendo esta uma molécula grande, a difusdo em meio solido €
dificultada, o que ndo acontece num teste realizado em meio liquido, possibilitando a acdo dessa
molécula contra o microrganismo-teste (Rios et al., 1988). Por isso, estes mesmo autores
propuseram 0 uso de métodos de difusdo para o estudo de compostos polares com moléculas de
tamanho pequeno ou médio.

Os resultados da avaliacdo da concentragdo inibitéria minima sugerem gque a composicao do
meio liquido utilizado (Caldo CAA) ndo tenha estimulado a biossintese dos metabdlitos secundarios
(antibidticos) ou que ndo houve producdo de esporos para alguns isolados, ja que esta é uma
condicdo importante para producdo de compostos bioativos, visto que, segundo Matsuura (2004),
determinados antibioticos sdo produzidos somente quando o microrganismo esta em fase de

esporulacdo, a qual € mais dificil ocorrer em meio liquido.



Outra possibilidade que sugerimos é que o meio de cultivo liofilizado utilizado para o
crescimento das actinobactérias e Bacillus spp. tenha sido aproveitado pelos microrganismos-teste,
0 que poderia ter contribuido para o crescimento e uma maior resisténcia deles.

Observou-se que a maioria dos isolados produziu compostos bioativos com atividade
antifungica, esta observacdo pode estar relacionada ao fato das actinobactérias e Bacillus spp.
proporcionarem protecdo aos ninhos dos cupins. Muito provavelmente os valores de CIM obtidos
no presente estudo estdo subestimados, devido a possivel contribuicdo do meio de cultivo das
actinobactérias sobre 0os microrganismos-teste.

Diversos trabalhos na literatura cientifica que determinaram a concentracdo inibitGria
minima demonstram resultados parecidos com os do presente trabalho com relagdo a inibigdo de
microrganismos patogénicos, como o de Sultan et al. (2002) que relatam a inibi¢do de S aureus, E.
coli e P. aeruginosa, por extrato de uma actinobactéria isolada de uma amostra de solo em
Blangadesh. O mesmo ocorreu num trabalho realizado com uma actinobactéria do género
Streptomyces isolada da Baia de Bengal na india, que mostrou inibicdo frente a C. albicans, S.
aureus e E.coli, com valores de CIM de 10 pg/mL, 28 pg/mL e 16 pg/mL, respectivamente
(MANIVASAGAN et al., 2009). Outro trabalho relata a inibi¢éo de E. coli por uma actinobactéria
isolada do mar da Peninsula Indiana (SUTHINDHIRAN e KANNABIRAN, 2009). Martins et al.
(2006) verificaram uma CIM de 150 a 450 pug/mL nos extratos de Streptomyces sp. T8, isolado das
folhas de Symphytum officinale contra C. albicans. Ja Cunha (2009) evidenciou o CIM entre 25 —
50 pg/mL para S. aureus por uma actinobactéria do género Streptomyces, isolada de Conyza
banariensis.Cahan et al. (2008), encontrarm os valores de CIM para Cyt1Aa isolado de Bacillus

thuringiensis subsp. israelensis de 1,25 e 5ug.mL™ para E. coli e S. aureus respectivamente.



Tabela 7. Resultados da avaliagdo da concentragio inibitéria minima (mg.mL™) dos extratos aquosos dos microrganismos isolados de cupinzeiros.

ISOLADOS ESPECIES DE § 4 % 4 § g § % § % 3 § § § § § E %
CUPINS m £ o S o S m £ o m S o S o Zao 2o

5 &8 &b &3 23 5 538 S8 =3 &b

(@) (@) (@) - O © O (@) @) O 0O O O . O

a o O

LC 07 Cornitermes sp. 50 - 50 200 100 100 - 200 200 -

LC 10 Cornitermes sp. 25 - - - 25 - - 50 200 -

LC 17 Cornitermes sp. 25 12,5 12,5 - - - 25 100 200 -
FS 37 Nasutitermes sp.2 = - - - - - - 200 200 -
FS 40 Nasutitermes sp.2 200 200 12,5 100 100 200 - 50 200 200
FS 41 Nasutitermes sp.2 = = - - - - - - - -
FS 43* Nasutitermes sp.2 o = = - - - - - 0,78125 3,125
FS 46 Nasutitermes sp.2 - - - 200 - - - - 6,25 6,25
MC 30 Constrictotermes sp. = = = - - - - 100 200 -
MC 36* Constrictotermes sp. - 100 100 - - - - 50 100 100
MC 46 Constrictotermes sp. = - - - - - - - - -
Cloranfenicol N/A 2,5 2,5 0,078125 0,3125 2,5 2,5 0,3125 N/A N/A N/A

Nistatina N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 0,15625 0,15625 0,15625

(*) Concentraco inicial de 100 mg.mL™
(-) Nao houve inibicdo do microrganismo teste
(N/A) Néo se aplica



5.3 CARACTERIZACAO TAXONOMICA E IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

5.3.1 Taxonomia classica

Para caracterizacdo dos isolados determinou-se a cor da colbnia, a producdo de
pigmentos em meio CAA e a caracterizagdo micromorfolégica dos 11 isolados que
apresentaram os melhores resultados na atividade antimicrobiana na metodologia de difuséo
em &gar. Estes resultados sdo apresentados na Tabela 8.

Apenas duas linhagens (FS 41 e MC 46) apresentaram producdo de pigmentos
melandides no meio CAA.

A caracterizacdo da micromorfologia, acompanhando o cultivo durante 14 dias,
mostrou diversos tipos de estruturas microscopicas (Figura 7). Das linhagens observadas,
cinco apresentaram micélio aéreo ramificado, o micélio aéreo apresentou esporoforos
espiralados (LC 07), enlacados (MC 36), retos (MC 30) e flexiveis (LC 17), o que as
caracteriza como actinobactérias. Ja os isolados FS 37, FS 40, FS 41, FS 43, FS 46 e MC 46
ndo apresentaram tais caracteristicas. Para a identificacdo dos isolados foi realizado o

sequenciamento da regido rDNA 16S.



Tabela 8. Caracteristicas macro e micromorfolégicas dos microrganismos isolados dos
cupinzeiros

Isolado Espécies dos Coloracéo da Producéo de Estruturas
Cupins Colonia Pigmentos  Microscopicas*
Melandides
LC 07 Cornitermes sp. Cinza Ausente S
LC 10 Cornitermes sp. Branco Ausente RA
LC 17 Cornitermes sp. Verde Ausente F
FS 37 Nasutitermes sp. Bege Ausente B
FS 40 Nasutitermes sp. Bege Ausente B
FS 41 Nasutitermes sp. Marrom Presente B
FS 43 Nasutitermes sp. Bege Ausente B
FS 46 Nasutitermes sp. Bege Ausente B
MC 30 Constrictotermes sp.  Branco acinzentado Ausente R
MC 36 Constrictotermes sp. Cinza Ausente RA
MC 46 Constrictotermes sp. Marrom escuro Presente B

(*) F (Flexibilis) = flexivel, R (Rectus) = reto; RA (Retinaculum-Apertum) = enlacado; S
(Spira) = espiral; B = Bacilo.



FS 43

Figura 6. Fotos mostrando caracteristicas morfoldgicas macroscépicas das coldnias dos
isolados MC 36, LC 10, LC 17, FS 41, FS 43, incubados em meio CAA a 30° C por 11 dias.
Fotos: Joca Moreira.



Figura 7. Fotos em microscopio 6ptico (400 x) dos isolados LC 07, LC 10, LC 17, FS 41, FS
43, MC 30, MC 36, MC 48 crescidos em microcultivo. Fotos: Getulio Bomfim.



5.3.2 Sequenciamento do rDNA 16S

Foram selecionados 11 isolados (melhores resultados para a metodologia em meio
solido), para o sequenciamento do rDNA 16S. Foram obtidas sequéncias de aproximadamente
1000 pb. A similaridade destas sequéncias com as depositadas em bancos de dados séo

apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Similaridade das sequéncias do rDNA 16S obtidas para os isolados selecionados
com sequéncias de organismos relacionados presentes na base de dados GenBank.

Isolado Espécies dos Sequencias de rDNA 16S Similaridade
Cupins relacionadas €))
LC 07 Cornitermes sp. Streptomyces chattanoogensis linhagem
L10 97%
Streptomyces albulus linhagem KT372-
940 97%
Streptomyces sp. 32(2) 97%
Streptomyces sp. 111 97%
Streptomycgs argenteolus subsp. 97%
toyonakensis
LC 10 Cornitermes sp. Streptomyces viridochromogenes
linhagem NRRL B-1511T 98%
Streptomyces sp. linhagem Chy2-3 98%
Streptomyces akiyoshiensis linhagem
xsd08166 98%
Streptomyces sp. C15 98%
Streptomyces ambofaciens linhagem
HBUM82592 98%
LC 17 Cornitermes sp. Streptomyces sp. M4032 84%
Streptomyces sp. M4042 84%
Streptomyces sp. M4033 84%
Streptomyces sp. 1043 84%
Streptomyces sp. 1A01646 84%
FS 37 Nasutitermes sp. Bacillus sp. Tianjin P2 99%
Bacillus subtilis linhagem 1369 99%
Bacillus subtilis subsp. subtilis
linhagem SB 3130 99%
Bacillus subtilis subsp. subtilis
linhagem SB 3175 99%
Bacillus subtilis linhagem BS11 99%
FS 40 Nasutitermes sp. Bacillus sp. 5LF 16P 100%
FS 41 Nasutitermes sp. Bacillus sp. Tianjin P2 99%
Bacillus subtilis linhagem 1369 99%

Bacillus subtilis subsp. subtilis
linhagem SB 3130 99%




Tabela 9. Continuacéo.

Isolado Espécies dos Sequencias de rDNA 16S Similaridade
Cupins relacionadas (%)

FS 43 Nasutitermes sp. Bacillus sp. Tianjin P2 99%

Bacillus subtilis linhagem 1369 99%

Bacillus subtilis subsp. subtilis

linhagem SB 3130 99%

Bacillus subtilis subsp. subtilis

linhagem SB 3175 99%

Bacillus subtilis linhagem BS11 99%
FS 46 Nasutitermes sp. Bacillus sp. Tianjin P2 99%

Bacillus subtilis linhagem 1369 99%

Bacillus subtilis subsp. subtilis

linhagem SB 3130 99%

Bacillus subtilis subsp. subtilis

linhagem SB 3175 99%

Bacillus subtilis linhagem BS11 99%
MC 30 Constrictotermes sp.  Streptomyces chattanoogensis linhagem

L10 99%

Streptomyces albulus linhagem KT372-

940 99%

Streptomyces natalensis 99%

Streptomyces  argenteolus  subsp.

toyonakensis 99%

Streptomyces sp. 32(2) 99%
MC 36 Constrictotermes sp.  Streptomyces sp. 213101 99%

Streptomyces floridae strain NRRL

2423 99%

Streptomyces sp. L102 99%

Streptomyces microflavus strain 173397 99%

Streptomyces sp. AR17 99%
MC 46  Constrictotermes sp.  Bacillus sp. Tianjin P2 99%

Bacillus subtilis linhagem 1369 99%

Bacillus subtilis subsp. subtilis

linhagem SB 3130 99%

Bacillus subtilis subsp. subtilis

linhagem SB 3175 99%

Bacillus subtilis linhagem BS11 99%




6. CONCLUSOES

O protocolo de isolamento seletivo utilizado nesse trabalho foi bem sucedido, pois

permitiu o isolamento de 145 isolados nas trés localidades.

Os ninhos de cupins das trés localidades amostradas possuem actinobactérias e

Bacillus com potencial antimicrobiano.

38 isolados demonstraram atividade antimicrobiana. Estes inibiram tanto leveduras,

como bactérias.

Os resultados dos testes de antagonismo foram melhores na difusdo em meio sélido do
que pela CIM, provavelmente devido a utilizacdo de meio de cultivo no liofilizado dos

isolados.

Os 11 isolados que foram sequénciados, foram classificados como pertencentes ao

género Streptomyces e Bacillus.
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