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RESUMO: O Cerrado, também conhecido como
Savana Tropical, & o segundo maior bioma do
Brasil. Entre as espécies do Cerrado, varias
apresentam propriedades medicinais. Nesse
contexto, o barbatimao (Stryphnodendron sp.) é
conhecido por ser antiinflamatério, cicatrizante,
antiviral, antimicrobiano e por apresentar acéo
antiprotozoéaria, sendo amplamente utilizada
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em tratamentos dermatolégicos bem como
no couro, na indastria e na fabricacdo de
tintas para escrever. Além disso, os tecidos
vegetais representam uma fonte importante de
produtos naturais de interesse biotecnolégico,
e a maioria desses compostos é produzida por
microorganismos vivem em interagdo intima com
a planta hospedeira sem causar qualquer sintoma
de doenga. Esses microrganismos séo chamados
de endofiticos. Este estudo visaisolar as bactérias
endofiticas associadas a Stryphnodendron
sp. e investigar o potencial antimicrobiano e
propriedades de extratos de produtos naturais
produzidos por esses microrganismos contra
bactérias e fungos fitopatogénicos. Coleta e
processamento: o isolamento de endéfitos
associado a Stryphnodendron sp. foi feito a
partir das estruturas e solo rizosférico, com
base em Araujo et al., 2014 e Andreote et al,,
2008. Triagem antimicrobiana: O teste de
sobrecamada foi realizado contra S. aureus
ATCC 29213, E. coli ATCC 11775 e C. albicans
ATCC 10231. Bioatividade dos extratos: Apos
a produgéo dos extratos, 500 ug dos extratos,
oxacilina e DMSO estéril foram depositados
em discos estéreis e colocados na placa
contendo os patbgenos previamente inoculados.
Resultados: Isolamos 28 bactérias, das quais
4 exibiram antagonismo para patdbgenos
na triagem priméaria. Conclusdes parciais:
Nossos estudos preliminares mostraram que
as bactérias endofiticas de Stryphnodendron
sp. teve resultados positivos contra patogenos
e, portanto, pode influenciar positivamente nas
propriedades medicinais da planta estudada.

PALAVRAS-CHAVE: Barbatimdo; Cerrado;
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patbgenos; Stryphnodendron.

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL POTENTIAL OF ENDOPHYTIC BACTERIA
ASSOCIATED WITH BARBATIMAO (STRYPHNODENDRON SP.) NATIVE OF
THE CERRADO

ABSTRACT: The Cerrado is also known as Tropical Savanna is the second largest biome
in Brazil. Among the species of Cerrado, there are several with medicinal properties. In this
context, the barbatiméo (Stryphnodendron sp.) is recognized for anti-inflammatory, healing,
antiviral, antimicrobial and antiprotozoal action, being widely used in dermatological treatments
as well as in the leather industry and in the manufacture of paints to write. Moreover, plant
tissues represent a major source of natural products for biotechnological interest, and
most of these compounds is produced by microorganisms lives in intimate interaction with
the host plant without causing any apparent disease symptoms. These microorganisms
are call endophytics. This study aims to isolate the endophytic bacteria associated with
Stryphnodendron sp. and investigate the antimicrobial properties of natural products extracts
produced by these microorganisms toward pathogenic bacteria and phytopathogenic fungi.
Collecting and processing: The isolation of endophytes associated with Stryphnodendron
sp. structures and rhizospheric soil were carried out based on Aradjo et al., 2014 and Andreote
et al., 2008. Antimicrobial screening: The Overlay test was carried out by testing the isolates
against S. aureus ATCC 29213, E. coliATCC 11775 and C. albicans ATCC 10231. Bioactivity
of extracts: After obtaining the extracts, 500 pg of the extracts, oxacillin and sterile DMSO
were deposited in sterile discs and placed onto the plate containing the pathogens previously
inoculated. Results: We isolated 28 bacteria which 4 exhibited antagonism toward pathogens
in primary screening. Partial conclusions: Our preliminary studies showed that the endophytic
bacteria of Stryphnodendron sp. had positive results against pathogens and, therefore, can
positively influence the medicinal properties of the plant studied.

KEYWORDS: Barbatimao; Cerrado; pathogens; Stryphnodendron.

11 INTRODUGAO

Microrganismos endofiticos séo bactérias e fungos protocooperadores que vivem no
interior das plantas, aparentemente sem causar danos aos hospedeiros e podem produzir
metabdlitos secundarios (CHALLIS e HOPWOOD, 2003; AZEVEDO .2013; SOUSA et al.,
2017; ASSIS, 2018). Estes microrganismos foram descritos pela primeira vez no século XIX,
por Bary, 1866. De acordo com NETO et al., 2003, eles recebem nutrientes e protecéo da
planta hospedeira, fornecendo em troca compostos quimicos que podem proteger e auxiliar
a planta. Esta associacéo entre microrganismos e plantas gera diversas possibilidades para
estudos cientificos que buscam aplicagdes biotecnolégicas na area da satde publica, para
a promocgéo do crescimento vegetal, e no controle de pragas e fitopatdgenos, utilizando os
metabdlitos secundarios produzidos devido a esta interagdo (CERIGIOLI, 2005 ; ASSIS,
2018).

Tendo os endofiticos como uma nova fonte de biometabdlitos, cresce a busca
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por tratamentos alternativos, seja para agentes que ja desenvolveram resisténcia a
medicamentos ja existentes ou contra aqueles que ndo possuem um bom método de
tratamento (ASSIS, 2018). Como exemplo do ultimo caso, ha a leishmaniose, uma Doenca
Tropical Negligenciada (DTN), transmitida por vetores. A leishmaniose visceral (LV) afeta
principalmente o figado, o bagco e a medula éssea. Afeta principalmente a populagéo
marginalizada e o numero de casos vém crescendo pois ndo existem vacinas eficientes,
o controle dos vetores é dificil e devido ao fato de que algumas espécias de Leishmania
estdo se tornando resistentes as drogas utilizadas para tratamento. A Leishmania infantum
€ um dos principais vetores da doenca, que pode ser fatal se nao tratada. Atualmente os
tratamentos administrados sdo com medicamentos antigos ou formulagbes de antimoniais
ou anfotericina B, que ndo séo o ideal, devido a toxicidade, alto custo e a resisténcia
do parasita. Desta forma, a busca por novos tratamentos contra Leishmania a partir de
fontes naturais tem crescido a cada dia. Sabe-se que compostos a base de plantas sédo
alternativas viaveis a tratamentos com compostos quimicos, mas & necessario encontrar
concentragbes seguras e padronizadas para serem administradas em tratamento clinico
(MOHAMMAD et al., 2019).

O Cerrado é um mosaico de biomas (BATALHA, 2011), segundo maior bioma
brasileiro, ocupando cerca de 23% do territério do Brasil (em torno de 2 milhdes de
km?), ocorrendo desde as imediacbGes da floresta Amazdnica até o Parana. Sua grande
extensao favorece a ocorréncia de uma das mais ricas diversidades de fauna e flora, sendo
ultrapassado apenas pela Floresta Amazénica (RATTER, et al., 1997). Segundo Castro,
et al. (1999), o Cerrado abriga cerca de 5.250 espécies herbaceas e arbustivas, e 2.000
espécies arboreas, demonstrando sua importancia ecologica.

E um hotspot que vem sofrendo com a degradagdo devido a queimadas e agédo
antrépica (RIBEIRO e WALTER, 1998), visto que teve sua cobertura original reduzida
em cerca de 37% (FELFILI, et al,, 2002). Conta com a presenca de diversas espécies
endémicas, sendo de suma importancia sua conservacgao. Dentre as espécies abrigadas no
Cerrado, encontram-se varias arvores e arbustos com propriedades medicinais (RATTER,
etal.,, 1997).

O Barbatimdo, do género Stryphnodendron é uma planta nativa do Cerrado, e
suas espécies sdo conhecidas por sua agdo anti-inflamatoéria, cicatrizante, antiviral,
antimicrobiana e antiprotozoaria (MELO et al., 2007), sendo amplamente utilizadas em
tratamentos dermatolégicos, e também na industria do couro e na fabricagéo de tintas para
escrita (CARVALHO et al., 2009; FAVORETTO, 2010; TORRES, 2018).

Sendo assim, o presente trabalho busca compreender se ha relacdo entre as
propriedades medicinais do Barbatimdo e a atividade de microrganismos endofiticos
presentes nesta planta.
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21 METODOLOGIA

A coleta de material foi feita na reserva do Cerrado dentro da Universidade Federal
de Sao Carlos — UFSCar, Campus Sao Carlos (21° 58’ S, 47° 52’ W, 850m acima do nivel
do mar). A regido apresenta clima tropical, periodos secos no inverno e umidos no verao.

Foram coletados ramos, e solo rizosférico, que foram armazenados em sacos
plasticos esterilizados e transportados para o LaMiB.

O isolamento ocorreu de acordo com as seguintes etapas: Primeiro foi feita a
lavagem com agua corrente para remog¢ao de substancias que poderiam eventualmente
estar aderidas a superficie. Para eliminar os microrganismos epifiticos, e também realizar
desinfeccéo, foram realizadas imersdes seguidas em alcool 70% por 1 min, solugdo de
hipoclorito de sodio 3% por 1 min, alcool 70% novamente por 30 s, e 3 lavagens com agua
destilada (ARAUJO et al., 2002). (O tempo de imersao pode sofrer variagdes de acordo com
a planta estudada, para que ndo sejam eliminados também os microrganismos endofiticos).
ApOs a desinfecgdo, 25g das amostras foram trituradas e homogeneizadas em 225ml de
solugéo salina (PBS) 0,85%. Amostras do solo rizésférico também foram pesadas, e 25g
foram homgeneizadas em solugéo salina. Ambas as solug¢des foram incubadas a 28°C, a
180 rpm, por 2 horas. Apés esse processo, a solugao obtida foi filtrada e diluida em diluicdo
decimais seriadas, de 1 até 103. Aliquotas de cada diluicdo foram inoculadas em ftriplicata
em Placas de Petri com meios TSA (Tryptic Soy Agar) e AACK (Agar-Amido-Caseina KNO3).
Depois as col6nias foram isoladas, e analisadas a partir de caracteristicas macroscépicas,
fisiolbgicas, bioquimicas e morfologicas (Araujo et al, 2014; Andreote et al., 2008).

2.1 Teste de bioatividade

A avaliagéo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de sobrecamada
(Piza et al., 2015). Os endofiticos isolados foram inoculados em placas de ISP2 por picada,
e incubados a 28°C por 2 dias. Cepas padréo de Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 11775 e Candida albicans ATCC 10231 foram reativadas em tubos
BHI (Brain-Heart-Infusion) caldo, e incubadas a 37°C por 24h. Apés a incubacéo, as culturas
reativadas foram transferidas para um tubo contendo BHI semissolido na concentragdo
1:10. A solugéo foi entdo homogeneizada e vertida sobre os endofiticos. As placas foram
incubadas a 37°C por 24h para observacgéo de halos de inibicdo.

2.2 Cinética de Crescimento

Aliquotas de 200 pL do isolado 14 conservado em glicerol 20% em criotubo,
ultrafreezer, foram transferidos para placas de Petri contendo o meio sélido de crescimento
ISP2 a 28°C durante 12 horas. Posteriormente, uma algada de colénia foi transferida para
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de cultura ISP2 e incubado a 28
°C, 120 RPM durante 12 horas. A segunda etapa consistiu na transferéncia de 1 mL do
pré-indculo em 200 mL do meio ISP2 e incubados sob as mesmas condi¢des. A avaliagdo
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da concentragéo celular ocorreu do seguinte modo: aliquotas de 1 mL das amostras
foram coletadas a cada hora e centrifugadas a 10600 rpm durante 10 minutos, onde a
parte celular foi utilizada para a avaliagdo da concentracdo celular seca. A concentragédo
celular foi determinada pela medi¢do da densidade 6tica em espectrofotobmetro a 600 nm e
pesagem da massa celular seca. Os testes foram realizados em ftriplicata.

2.3 Obtencao do extrato bruto

Para a producgéo do extrato de produtos naturais, esporos dos isolados que estavam
estocados em glicerol 20% a -80° C foram transferidos para tubos de fundo céncavo com
capacidade de 12 mL contendo 3 mL de ISP2 e incubados em agitacdo de 180 rpm/ 28
°C durante 3 dias, para a obtencao de pré-inéculos. Posteriormente, 5mL do pré-indculo
foi adicionado em 95 mL de ISP2 em Erlenmeyers com capacidade de 250 mL. O cultivo
foi mantido sob as mesmas condi¢des durante 7 dias. ApOs esse periodo, a cultura foi
centrifugada a 4.500 rpm durante 10 min. Posteriormente, foram confeccionados pacotes
de malha de polipropileno contendo 1,5 g de resina Amberlite® XAD16 (Sigma-Aldrich™) e,
em seguida adicionou-se ao extrato bruto e incubagéo overnight em agitador rotativo. Apos
esse periodo, os pacotes de resina foram removidos e acondicionados em tubos de vidro
contendo 20 ml de MeOH: EtOAc (1: 1) (PARK et al., 2016).

2.3.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto

A avaliagdo da bioatividade do extrato bruto fresco foi realizada pelo método de
difuséo em disco. Os extratos utilizados estavam na concentragdo de 50mg/ml, e para o
teste contra bactérias foi utilizado a concentragcao de 200ug/disco, portanto, foi inoculado
4uL do extrato em cada disco. Filtros de papel com 5 mm de didmetro serdo depositados,
com auxilio de uma pinga esterilizada, sobre placa contendo agar BHI e previamente
semeadas com E. coli ATCC, C. albicans ATCC, e S. aureus ATCC e, posteriormente,
aliquotas do extrato bruto foram pipetadas no disco. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas para verificar a formacgéo de halos de inibicdo. Os bioensaios foram realizados
em triplicata e, para controle, foram utilizados os antibi6ticos de uso comercial Oxacilina, e
Amoxilina, e agua destilada como controle negativo.

2.4 Co - Cultivo e avaliacao do extrato bruto

O isolado 14 foi submetido ao cultivo misto com a bactéria endofitica 21 segundo
o protocolo adaptado de Caraballo-Rodriguez et al., Trés Erlenmeyers com capacidade
de 250 mL contendo 95 mL de meio ISP2, foram inoculados com 10% (v/v) do in6culo de
um microrganismo endofitico (14) e 0,1% (v/v) de outro endofitico (21). Os frascos foram
incubados a 28°C e 180 rpm por 7 dias em shaker orbital. Apds 7 dias de crescimento, as
culturas foram coletadas por centrifugacdo. O caldo livre de células resultante foi submetido
a extracdo em fase sélida usando 15 g de Amberlite XAD-16. A resina foi entédo separada
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por filtracdo e sujeita a extracdo organica utilizando MeOH: EtOAc (1: 1). Foi avaliada a

bioatividade das amostras dos extratos contra microrganismos potencialmente patogénicos.

2.5 Acao antiparasitaria contra Leishmania chagasi

Culturas de L. infantum chagasi (cepa MHOM/BR/1972/LD, cedidas pelo Dr. José
A. Lindoso do Instituto de Medicina Tropical - Sdo Paulo, Brasil) foram mantidas em meio
Schneider (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
(Vitrocell-Embriolife, BRA), 10% de urina de individuos masculinos (com faixa etaria entre
25 e 35 anos) e 1% de penicilina e estreptomicina. As culturas foram mantidas a 26°C em
atmosfera com 5% de CO,,.

Para os ensaios leishmanicidas, em cada pog¢o de placas de 96 pocos foram
adicionados 50 uL da diluigdo de promastigotas de L. infantum em fase estacionaria (1x10°
promastigotas/poco) e 50 pL de cada diluicdo dos extratos a ser testada (750, 500, 250, 100,
50, 10 e 1ug/mL). As placas foram incubadas por 24 e 48 horas a 26°C em uma atmosfera
com 5% de CO,. Para avaliagéo da viabilidade celular ap6s o tratamento, foi utilizado o
teste colorimétrico do MTT (MTT- [3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) 2, 5-difeniltetrazolium bromide],
Sigma-Aldrich, EUA), onde a redug¢do do MTT a formazan é proporcional a viabilidade
celular (MOSMANN, 1983). A cada pocgo foram adicionados 10 ul de solugdo de MTT a 5
mg/mL e as placas incubadas por 4 horas a 25 °C com 5% de CO,. Apés a incubagéo, foram
adicionados 50 pl por pogo de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich) para solubilizar os
cristais de formazan e, em seguida, foi realizada a leitura.

Os experimentos foram realizados em triplicata biol6gica e duplicata experimental. A
Anfotericina B (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada como controle positivo na concentragéo de
100 pM; como controle negativo foram utilizadas células em meio de cultura sem tratamento
e com 1% de DMSO. A leitura das absorbéancias foi realizada em espectrofotdmetro (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO Spectrophotometer) com comprimento de onda de 550 nm.

A porcentagem de viabilidade celular foi calculada com a absorbancia do controle
negativo representando 100% da viabilidade celular (% de células vivas = Absorbéancia do
teste x 100/Absorbancia do controle negativo). Os resultados obtidos foram analisados
através do programa PRISMA, verséo 5 - Graph Pad (2005) (San Diego, Califérnia, USA).
Foi aplicado o teste One-way ANOVA (One-way Analysis of Variance) e o pés-teste foi
realizado pelo método de Tukey (Tukey’s Multiple Comparison Test). A significancia
estatistica foi estabelecida em valores de p < 0,05.

Os resultados de EC,; (Tabela 2) obtidos foram analisados utilizando o programa
PRISMA, verséo 5 - Graph Pad (2005) (San Diego, Califérnia, USA). Foi aplicado o teste
One-way ANOVA (One-way Analysis of Variance) e o pOs-teste foi realizado pelo método
de Tukey (Tukey’s Multiple Comparison Test). A significancia estatistica foi estabelecida em
valores de p < 0,05. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada com a absorbéancia
do controle negativo representando 100% da viabilidade celular (% de células vivas =
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Absorbéncia do teste x 100/Absorbancia do controle negativo).

O valor de EC,, corresponde ao indice de citotoxicidade, ou seja a concentragéo
do extrato testado que induz a 50% de lise ou morte celular, neste caso, de Leishmania
(ROGERQO, et al, 2003).

O intervalo de confianga (IC) de uma média informa com precisao a determinacao da
média. Um intervalo de confiang¢a de 95% é um intervalo de valores que vocé pode ter 95%
de certeza e contém a verdadeira média da populacdo (Motulsky, 2019).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da metodologia descrita a analisedo processamento de ramos e solo
rizosférico de Stryphnodendron sp., foi isolado um total de 28 bactérias, sendo 23 do solo
rizosférico e 5 da folha apresentadas na Figura 1 Ae B.)

Nestas figuras, vé-se exemplos dos isolados 21 (A) e 14 (B).

3.1 Teste de bioatividade

A partir do teste de bioatividade pelo método de sobrecamada, foi constatado o
potencial antimicrobiano dos endofiticos contra bactérias potencialmente patogénicas
(Figuras 5, e 6). A Tabela 1 contém os dados que mostram a biotavidade dos endofiticos.
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Figuras 5 : (A) Formacgao de halo de inibicdo do isolado 10 contra S. aureus; (B) Formacgéo de halo de
inibicao do isolado 14 contra C. albicans;

Figura 6 (C) Formacéao de halo de inibicdo do isolado 21 contra E. coli.

Isolado E.coli S.aureus C.albicans
10 (solo) Positivo Positivo
14 (solo) Positivo Positivo Positivo
17 (solo) Positivo
21 (folha) Positivo

Tabela 1: Relagéo dos resultados positivos obtidos a partir do teste de bioatividade pelo método de
sobrecamada.

Sabe-se que os endofiticos sdo microrganismos que coexistem nos tecidos da
planta hospedeira, sem causar danos aparentes, e que podem produzir metabdlitos
secundarios que auxiliam no desenvolvimento da planta, agindo como promotores de
crescimento, controlando a contaminagéo por patdgenos ou ataque de insetos, podendo
também aumentar a tolerancia da planta ao estresse ambiental (White et al., 2019).
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Sendo assim, o potencial antimicrobiano que o endofitico apresenta contra fitopatogenos
também inibe outras bactérias, inclusive as de interesse de saude publica, abrindo um novo
campo de pesquisa na biotecnologia a partir de estudos baseados em controle biologico
(LUNARDELLI, et al., 2016).

Na literatura, os dados a respeito da acdo de bactérias endofiticas do Barbatimao
contra microrganismos potencialmente patogénicos é escassa, apresentando dados da
acao de fungos endofiticos desta planta contra esses agentes. No entanto, endofiticos
de outras plantas ja foram reportados como ativos contra os patdgenos. Assis, 2019, por
exemplo, isolou endofiticos de C. brasiliense que tiveram atividade satisfatéria contra S.
aureus e C. albicans, mas nenhum inibiu o crescimento de E. coli.

3.2 Cinética de crescimento

A figura 7 representa a curva de crescimento do isolado 14 em caldo ISP2 a 28°C,
por 12 horas a 180 rpm. O ensaio foi realizado em triplicata.

Figura 7. Curva de crescimento do isolado 14.

O gréfico indica que a partir da terceira coleta (13h) o crescimento € constante,
indicando assim que a bactéria encontra-se em sua fase estacionéria de crescimento Nesta
fase, o numero de individuos que morre é equivalente ao de células nova, e desta forma, a
populagéo torna-se estavel (TORTORA et al., 2000).

3.3 Atividade biolégica dos extratos

O extrato bruto fresco obtido a partir das 4 bactérias que apresentaram bioatividade
contra 0s microrganismos potencialmente patogénicos ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra cepas padréo de S. aureus ATCC, E. coli ATCC e C. albicans ATCC.
Sabe-se que a producdo de metabdlitos secundarios ocorre a partir de interagbes entre
0s microrganismos, o hospedeiro e o ambiente externo. Desta forma, em condigbes
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experimentais, interacbes como competicdo, antagonismo e simbiose sdo prejudicadas,
podendo assim impedir a producéo destes metabdlitos (ASSIS, 2019).

A técnica de co-cultivo surgiu como uma alternativa para tentar reproduzir as
condicbes de competicdo no interior da planta hospedeira, pois os resultados obtidos por
Park et al. (2017) mostram que a cultura mista pode ter influéncia direta na producao de
metabdlitos bioativos. RUTLEDGE e CHALLIS, (2015), a partir de anéalises gendmicas, foi
descobriram que 0s genes responsaveis pela produgdo dos metabdlitos secundarios néo
sé@o expressos em condi¢des experimentais. Desta forma, a cultura mista € uma forma de
tentar promover a ativacao destes genes e estimular a produg¢é@o de metabdlitos secundarios
(ASSIS, 2019).

Os extratos obtidos a partir do co-cultivo de (10-14; 21-14;10-21) ndo apresentou
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 11775 e Candida albicans ATCC 10231.

Em testes com Polygala sp., de Paula (2018) obteve extratos bioativos a partir de
microrganismos endofiticos que apresentaram atividade contra A. baumannii. E. coli., L.
monocytogenes., MRSA, S. entérica, S. flexneri e B. anthracis. Assis (2019) obteve extratos
bioativos com S aureus a partir do co-cultivo de Streptomyces spp. e S. aureus.

3.4 Acao antiparasitaria contra Leishmania chagasi

Foram produzidos trés extratos a partir de co-cultivo, com os trés isolados com
melhor atividade antibacteriana: 10, 14 e 21. O co-cultivo com os isolados 10-14 e 21-
10 ndo apresentaram acao antiparasitaria, enquanto o extrato 3, com os isolados 14-21
apresentou atividade leishmanicida (Tabela 2).

24 horas 48 horas

L. infantum chagasi 586,7 (528,6 — 651,2) 240,1 (187,0 — 308,3)

Tabela 2 - Valores de EC,, em pg/mL para os periodos de 24 e 48 horas de tratamento de
promastigotas de L. infantum chagasi com o extrato 3, com intervalos de confianca de 95%.
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Figura 6 - Atividade do extrato 3 contra promastigotas de L. infantum chagasi ap6s 24 e 48 horas
de exposicado a diferentes concentragdes do tratamento. Os sinais ***, ** e * indicam significancia
estatistica com valores de p < 0,001, p< 0,01 e p<0,05, respectivamente. Os valores representam um
experimento realizado em sextuplicata.

Na literatura, o efeito antiparasitario contra Leishmania &€ mais comum a partir da
acao de fungos, como por exemplo, no trabalho de Campos et al, 2008, no qual foi contatado
a presenca de metabolitos leishmanicidas no extrato do fungo endofitico Cochliobolus sp.,
isolado de Piptadenia adiantoides. De acordo com da Silva et al, 2017, os extratos do
fungo endofitico Aspergillus terreus—F7, isolado de Hyptis suaveolens, foram bioativos
contra Leishmania. Brissow et al, 2017, também encontrou um composto antiparasitario
no fungo endofitico Diaporthe phaseolorum-92C, isolado de Combretum lanceolatum,
que foram ativos contra Leishmania. Em sua pesquisa, Cota et al, 2018, constatou que o
fungo endofitico isolado da planta Caesalpinia echinata, Nectria pseudotrichia, apresenta
compostos com acao leishmanicida. Em 2015, de Nascimento encontrou fungos endofiticos
da planta medicinal Vernonia polyanthes que produzem compostos antiparasitarios contra
Leishmania.

Como no presente trabalho foram isoladas apenas bactérias, os testes realizados
constataram acéo leishmanicida do extrato 3 obtido a partir de duas bactérias endofiticas
(isolados 14 e 21).
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