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POTENCIAL BACTERICIDA DA ATRANORINA SOBRE SIMBIONTES
INTESTINAIS DE Constrictotermes cyphergaster (TERMITIDAE,
NASUTITERMITINAE)

*

Maria do Socorro Lacerda Rolim

RESUMO

Os cupins apresentam uma dieta diversa, rica em polissacarideos, cuja hidrélise é realizada
por bactérias associadas ao seu trato intestinal. Um dos itens alimentares de Constrictotermes
cyphergaster sdo os fungos liquenizados, os quais produzem cerca de 1050 substancias
liquénicas, como a atranorina, com comprovada atividade bactericida. Este estudo testou
atuacdo dessa substancia no desenvolvimento das bactérias intestinais de C. cyphergaster. Os
tubos digestivos de 50 soldados e 50 operarios foram extirpados, e seu contetdo foi
ressuspenso em agua destilada estéril, posteriormente 100 pl dessa mistura foi inoculado
sobre meio LB, em triplicatas. O DNA bacteriano foi amplificado usando os primers 27F e
1389R, sequenciado e posteriormente identificado no NCBI, com similaridade acima de 90%.
A atranorina inibiu o crescimento de Bacillus flexus, B. thurigiensis, B. velezensis, B. pumilus,
B. siamensis, B. simplex, B. cereus e Shinghomonas paucimobilis, com concentractes
inibitérias minimas (CIM) variando de 5,0 a 250 pg/ml. Houve diferenca significativa entre as
concentragoes testadas em t0 (¥*>=278,36; g.1 =7. P<0.001) e t12 (¥*=205,73; g.1="7. P<0.001),
detectado por densidade Otica — Elisa. Verificou-se potencial atividade bactericida da
atranorina com o tempo, principalmente sobre Gram-positivos, associando-se a auséncia de
membrana externa que confere maior resisténcia a antibidtico. A atividade bactericida da
atranorina no presente estudo contribui para avanco acerca da compreensdo do consumo de
liquens por C. cyphergaster, abrangendo o conhecimento acerca do papel dessa substancia no
controle do crescimento de isolados bacterianos desse cupim, especialmente aqueles
potencialmente patogénicos, o que em grande escala poderia acarretar grandes prejuizos a
colonia.

Palavras-chave: Cupins. Simbiontes bacterianos. Substancia liquénica.
1 INTRODUCAO
Os cupins apresentam uma alimentagdo bem diversa, composta especialmente por

substratos ricos em polissacarideos. Essa dieta pode ser consumida em varios estagios de

desenvolvimento, desde matéria em decomposi¢do, madeira viva, e ainda gramineas, plantas

“Aluna de Graduagdo em Ciéncias Biologicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus 1.
Email: socorrolaacerda@gmail.com
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herbaceas, serapilheira, excrementos e carcagas de animais; liquens e até mesmo material
organico presente no solo (LEE e WOOD, 1971; EGGLETON, 2000; ). Todavia, apesar de 0s
cupins produzirem celulases, os polissacarideos ingeridos em sua dieta sdo resistentes a
degradacédo e, juntamente com os demais insetos, sozinhos ndo secretam todas as enzimas
digestivas para hidrolisar as B - ligacbes dos polimeros. Pelo contrario, grande parte da
hidrolise dessas moléculas € realizada por enzimas produzidas pelos simbiontes microbianos
intestinais (BRUNE e FRIEDRICH, 2000; WENZEL et al., 2002).

A presenca dos simbiontes no trato digestivo classifica os cupins filogeneticamente em
inferiores, associados a protozoéarios flagelados, e superiores, ligados as bactérias e fungos
(OHKUMA, 2003). Além disso, 0s cupins superiores possuem o trato digestivo mais
alongado e compartimentalizado, com condi¢6es fisioquimicas totalmente diferenciadas para
o trato digestivo daqueles inferiores (MIYATA et al., 2007; KOHLER et al., 2012; TOKUDA
et al., 2012; BRUNE, 2014). Os procariotos simbiontes intestinais dos cupins podem estar
ligados com o epitélio intestinal, onde s&o livre-natantes, ou associados com protozoarios
intestinais (BRUNE, 2006).

Para os cupins superiores tem sido descrito grupos de bactérias pertencentes aos filos
Firmicutes, Spirochaetes, Bacteroidetes e Proteobactérias (SU et al., 2016). Também séo
encontradas Actinobactérias, Fibrobacteres e TG3 (MYKAELYAN et al., 2015), destacando-
se alguns géneros bem comuns, como
Treponema, Dygonomonas, Tannerella, Lactococcus e Pseudomonas associados aos cupins
Mironasutitermes shangchengensis e Odontotermes formosanus (SU et al., 2016). A alta
diversidade microbiana intestinal associada aos cupins superiores quando comparada aos
cupins inferiores esta ligada a dieta dos mesmos e as condi¢des de anatomia e fisiologia de
seu trato digestivo, em gque a microbiota desempenha mdultiplas funcdes para os hospedeiros,
como fixacdo de nitrogénio e degradacédo de polimeros de carboidratos (BRUNE, 2014; SU et
al., 2016).

Dentre os cupins superiores, Constrictotermes cyphergaster (Silvestri, 1901), com
abundancia de ninhos em area de Caatinga e Cerrado brasileiro, possui uma vasta dieta
alimentar, incluindo os fungos liquenizados (MATHEWS, 1977; DONOVAN et al., 2001;
MELO, 2004; MOURA et al., 2006; BARBOSA-SILVA et al., 2014). Os fungos liquenizados
s&o0 encontrados em muitos substratos naturais (HAWKSWORTH e HILL, 1995; OTALORA
et al., 2010), os quais possuem diversas substancias com atividades bioldgicas, entre elas acdo
anti-inflamatoria, antitumorais e antimicrobianas, e ainda muitas dessas utilizadas na

fabricacdo de antimicdticos, antibioticos, perfumes e tinturas (WALKER e JAMES, 1980;
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HUNECK e YOSHIMURA, 1996; NASH, 2008).

As substancias dos fungos liquenizados sdo divididas em metabdlitos primarios e
secundarios, ocorrendo esses ultimos na por¢éo extracelular do talo liquénico, os quais podem
variar qualiquantitativamente em uma mesma espécie, dependendo das condi¢cdes ambientais
(RIBEIRO et al., 2005). Aproximadamente 1050 compostos secundarios sdo conhecidos
(HAUCK et al., 2010; MOLNAR e FARKAS, 2010), e entre esses destaca-se a substancia
atranorina (C19H150g), isolada pela primeira vez por Hesse em 1898. Essa substancia esta
presente em muitas familias de fungos liquenizados, apresentando atividade de inibi¢cdo no
controle do crescimento de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e 4acido-alcool-
resistentes como o bacilo da tuberculose, além de indicar falta de toxicidade em animais
testados (FALCAO et al., 2002; STUDZINSKA-SROKA et al., 2017).

A atranorina tem mostrado efeito bactericida contra microrganismos como
Mycobacterium tuberculosis (HONDA et al., 2010), Bacillus subtillis, Staphylacoccus aureus
(FALCAO et al., 2002), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus,
Proteus vulgaris, Streptococcus faecalis (NEERAJ et al., 2011), verificando-se diferentes
concentracOes inibitérias minimas (MIC), que variaram de 5.0 pg/ml a 250 ug/ml. Além
disso, os compostos liquénicos mostram uma inibicdo maxima do crescimento microbiano
que varia de 00h até 24h do periodo de incubagdo (NEERAJ et al., 2011). Todavia, estudos
gue mostram efeito dessas substancias sobre os simbiontes bacterianos intestinais de cupins
sdo inexistentes.

Dessa forma, entendendo que os fungos liquenizados estdo presentes na dieta de C.
cyphergaster, testou-se a hipotese de que a substancia atranorina tem potencial efeito de
inibicdo no controle de simbiontes intestinais desse cupim, verificando-se a concentracédo

minima inibitéria sobre os isolados.

2 METODOLOGIA

2.1 Area de estudo

A coleta dos cupins foi realizada na Estacdo Experimental de Sdo Jodo do Cariri
(EESJC), vinculada ao Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal da
Paraiba/UFPB - 7°23°48”S/36°31°55”W (BARBOSA et al., 2007). A area tem 381 ha,

altitudes entre 400 e 700 m, média anual de precipitacdo entre 641 e 995 mm, umidade
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relativa média de 70%, e temperatura variando de 28.5 a 35 °C (ATLAS GEOGRAFICO DA
PARAIBA, 1985; ARAUJO et al., 2005; Na regido predomina a fitofisionomia de Caatinga
(ANDRADE; SILVA, 2013), com vegetacdo xerofita arbustivo-arboreo-aberta, com
predominancia de Poncianela pyramidalis Tul., Croton blanchetianus Mull. Arg., Combretum
leprosum Mart., Jatropha molissima (Pohl) Baill, Aspidosperma pyrifolium Mart. e Tacinga
palmadora (Britton e Rose) (BARBOSA et al., 2007).

2.2 Isolamento, cultivo e caracterizagdo bacteriana

Os simbiontes bacterianos foram isolados a partir de individuos pertencentes as castas
soldados (N=50) e operarios (N=50), oriundos de cinco ninhos de C. cyphergaster. Os cupins
foram esterilizados superficialmente via imersédo em solucéo de 0,5% de Hipoclorito de sodio
(NaCIO) e Etanol (C,HsO) 70% por até 5min, seguido de lavagem sucessiva em &agua
destilada estéril por 5 min cada. Os tubos digestivos dos cupins foram extirpados e
transferidos para tubos contendo 100 ul de solucéo fisiolégica a 0,8% para assepsia, de acordo
com Oliveira (2016). Apos a esterilizacdo, as seccGes papo e panca de cada casta foram
macerados separadamente (Fig. 1), incluindo seu conteddo alimentar, e submersos em
aliquotas contendo 1mL de &gua destilada estéril, que entdo foi ressuspenso em 9,0 ml de
agua destilada (diluicdo 1:10) com agitacdo manual de 2 min. Em seguida, 100 puL dessa
mistura foram inoculadas nas concentracdes de 10 a 10® sobre 0 meio de cultivo LB (Agar e
Broth, 16.0 e 8.0 g, respectivamente) (Fig.1). Depois as placas foram colocadas em estufa de
crescimento com temperatura variando de 28 a 31 °C, e cultivadas até o surgimento das
colbnias bacterianas, em até 72h. O tratamento foi realizado em triplicata (ARAUJO, 1998).

Figura 1 — Extirpag&o e isolamento
de microrganismos simbiontes do
trato digestivo de Constrictotermes
cyphergaster.
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2.3 Extracao e Amplificacdo do DNA por PCR

O material genético foi extraido das amostras bacterianas usando o protocolo CTAB,
adaptado de Doyle e Doyle (1987), em que a biomassa bacteriana presente em meio nutritivo
LB (Agar e Broth) foi raspada e posteriormente colocada em tubos estéreis de microcentrifuga
(2.5 mL). O tampéo foi aquecido a 65 °C, adicionando-se 1 mL desse tampéo por tubo e 10
uL de Proteinase K, seguido de incubagdo no banho-maria a 65 °C por 1 hora, invertendo os
tubos a cada 10 min. Em seguida as amostras sdo retiradas e colocadas em 520 uL do tampéo
apos resfriamento. A lise celular teve auxilio de microesferas dentro dos tubos contendo o
material, e invertidos em movimentos leves durante aproximadamente 1 min e centrifugados a
13.200 rpm por 5 minutos. 500 pL do sobrenadante é entdo transferido para um novo tubo, em
que sera acrescentado 500 uL acetato de amonio e 500 pL de isopropanol gelado. Os tubos
sdo novamente invertidos (20x) e deixados para descansar por 20 minutos em temperatura
ambiente, quando entdo serdo centrifugados por 10 minutos a 13.200 rpm. O sobrenadante é
descartado e o precipitado lavado com 500 uL de etanol gelado. Em seguida, despreza-se o
sobrenadante e seca o precipitado a temperatura ambiente, até que seja evaporado o alcool. O
DNA extraido € ressuspenso adicionando-se de 30 a 50 mg/mL de TE em cada tubo. A
integridade do DNA foi analisada em corridas eletroforéticas em géis de agarose a 0.8% e
tampédo TBE 10X contendo Brometo de Etidio, aplicando-se 2 uL. de DNA gendmico diluido
em tampdo de corrida durante, aproximadamente, 1h em tensdo de 80V. As bandas resultantes
nos géis foram visualizadas em fotodocumentador.

O DNA bacteriano foi amplificado através de PCR usando termociclador PTC-200
(MJ Research), com a enzima Taqg polymerase (Ludwig), seguindo o programa: 5 min de
desnaturacao inicial a 95 °C, seguido de desnaturacdo (1 min a 95 °C); anelamento (2 min a
55 °C); extensdo (2 min a 72 °C), com extensdo final a 72 °C por 10 min. A quantidade de
DNA para cada amostra foi de 1 pl, e para o tampéo (5x), enquanto os primers foram de 5 pl
e 1 pl, respectivamente. O volume final de cada reacgdo correspondeu a 25 pl por 30 ciclos. Os
primers utilizados na amplificacdo foram o 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e o
1389R (ACGGGCGGTGTGTACAAG) para o gene rRNA 16S, e os produtos de PCR
obtidos (~1,5 pb) foram confirmados em gel de agarose 0,8% e quantificados com marcador
molecular. O material genético foi sequenciado na Plataforma de Sequenciamento de DNA
(RPT 01B) CPqGM/Fiocruz, Salvador, BA. O alinhamento das sequéncias 5' - 3' (Forward) e
3'- 5" (Reverse) de cada isolado gerou uma sequéncia "fulllength” de todo o segmento génico,

abrangido pelo respectivo par de primers.
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2.4 Analise das sequéncias nucleotidicas

A andlise das sequéncias geradas através do sequenciamento genético foi feita no
banco de dados do NCBI, através de pesquisa BLAST nucleotideo (BLASTn) selecionando-
se amostras com identidade acima de 90%.

2.5. Identificacéo dos fungos liquénicos

As amostras de liquens produtoras da atranorina consumidas pelos cupins
(BARBOSA-SILVA et al. in press) foram submetidas a extragdo organica, em temperatura
ambiente (28 + 3 °C), utilizando-se sucessivamente éter dietilico, cloroférmio e acetona. Os
extratos foram evaporados e submetidos a cromatografia em camada delgada, utilizando-se
cromatoplacas Merck (254+366), desenvolvidas em sistema A de solventes (Tolueno:
Dioxano: Acido acético, 180:45:5, v/v), segundo Culberson (1972).

O isolamento e purificagdo da atranorina seguiu metodologia de cristalizac6es
sucessivas proposta por Asahina e Shibata (1954) com modificacGes de Pereira (1998). O
extrato foi obtido a partir de extracdo em soxhlet, com éter dietilico, mantido sob refluxo por
4h a 40 °C. Em seguida o mesmo foi filtrado e evaporado até secar e ressuspenso em
cloroférmio. Posteriormente, passou por banho maria sob refluxo por 4h a 60 °C. O extrato
filtrado foi concentrado a metade do volume e precipitado com etanol absoluto gelado, em
seguida foi mantido a 4 °C durante 2h. Os cristais retidos foram dissolvidos em cloroférmio e
recristalizados em etanol absoluto gelado. Em seguida, por cromatografia em camada delgada
(CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi avaliado o grau de pureza e o
tempo de retencdo das substancias. A atranorina foi utilizada como padrdo de pureza para a

identificacdo dos picos cromatograficos.

2.6 Atividade da atranorina

A atividade bactericida da atranorina foi avaliada pelo método da microdiluicdo em
placa de 96 poc¢os. Os microrganismos isolados do trato digestivo dos cupins foram cultivados
em meio LB por 24h a 37 °C. Apo6s isso as bactérias foram preparadas em suspensao
(in6culo), usando uma solucgéo esteril de cloreto de sodio (0,9%) até alcancar uma turbidez
equivalente ao padrio 0,5 McFarland. A suspensdo de aproximadamente 1x10° UFC/mL

(equivalente a uma densidade 6ptica de 0,08 — 0,13 a 625 nm) foi inoculada em caldo Mueller
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Hinton (Mueller Hinton Broth -MGB- SIGMA-ALDRICH), verificando-se a concentragdo
final das bactérias de aproximadamente 5x10° UFC/mL.

A atranorina foi dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO) (10% do volume final) e
diluido em caldo MGB a uma concentragdo inicial de 0,2 mg/mL. Em seguida, foram feitas
diluicdes seriadas para as concentragdes de 100 ug, 50 pg, 25 pg, 12,5 ug, 6,25 pg e
3,125ug /mL foram usadas nos bioensaios de crescimento bacteriano. Todo o experimento foi
realizado em triplicata incluindo amostras controles (B = meio; C(+) = meio+microrganismo),
distribuidas num volume de 100uL em cada pogo. As placas foram incubadas a 35+2 °C por
12h, e o crescimento bacteriano foi detectado por densidade Otica usando o leitor de
microplacas de ELISA (Multiskan Go Thermo Scientific) em dois momentos (Oh e 12h).

O valor da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo de atranorina que inibiu mais do que 75% (CIM75) do crescimento bacteriano,
enquanto a concentracdo bactericida minima (CBM) foi associada como a minima
concentracdo que resultou na inativacdo de 99% das células bacterianas, determinada a partir
do método de repique em placa de &gar Mueller Hinton, ndo observando crescimento

bacteriano visivel.

2.7 Analise de crescimento bacteriano

O crescimento bacteriano foi avaliado nos tempos t0 e t12. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk e, quando ndo constatada
a normalidade dos dados (P<0. 001), foi usado o teste de Kruskal-Wallis para detectar se
havia diferenca entre as concentragfes. Foram utilizadas as varidveis t0 e t12 como resposta e
as concentracfes como fatores. A posteriori foram realizadas comparag6es par-a-par usando o
teste de Dunn, com p-valores de correcdo usando o método de Benjamini-Hochberg, através
do pacote agricolae para realizar o agrupamento por letras.

Todas as analises foram realizadas usando o pacote estatistico R versdo 3.2.3.

3 RESULTADOS
Dentre os isolados identificados (N=26), registraram-se bactérias pertencentes aos

géneros Bacillus (22), Sphingomonas (3) e Microbacteriaceae (1) (Tab. 1), apresentando

tamanho de 1500 pb. Amostras de Bacillus foram mais abundantes no papo de operarios
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(n=6), seguido de panca de soldados (n=8), papo de soldados (n=5) e panca de operérios
(n=3).

Houve maior abundancia de simbiontes na porcdo final do intestino de soldados (n=9),
seguido por papo de operarios (n=8), papo de soldados (n=5) e panca de operarios (n=4).
Entre os isolados, 21 cepas bacterianas eram Gram-positivas e cinco Gram-negativas (Tab. 1).

Verificou-se diferenga significativa entre as concentragdes testadas em t0 (y*>=278,36;
g.1 =7. P<0.001), bem como em t12 (x>=205,73; g.I = 7. P<0.001), notando-se potencialidade
da atividade bactericida da atranorina sobre os isolados intestinais dos cupins com o tempo
(Fig. 4). A concentracdo de 100 pg /mL apresentou maior inibicdo dos isolados testados no t0
(Fig. 4). No t12 todas as concentracOes apresentaram atividade bactericida frente os isolados,

contudo a concentragdo de 50 pg /mL apresentou a maior inibicéo.

4 DISCUSSAO

Nosso estudo verificou a atividade bactericida da atranorina através dos halos de
inibicdo presentes nas colonias de bactérias Gram-positivas submetidas ao teste de
sensibilidade antibidtica, pertencentes ao género Bacillus e suas diferentes cepas como B.
flexus. B. thurigiensis. B. velezensis. B. pumilus. B. siamensis e B. cereus e ainda o bacilo
Gram-negativo Sphingomonas paucimobilis. Nossos dados corroboram estudos prévios acerca
da acdo da atranorina sobre tais micro-organismos (FALCAO et al., 2002; NEERAJ et al.,
2011; STUDZINSKA-SROKA et al., 2017).

Algumas das principais infeccbes bacterianas sdo associadas a familia Bacillaceae,
incluindo espécies dos géneros Bacillus e Clostridium, dentre as quais estdo B. thurigiensis,
B. cereus. C. brevifaciens e C. malacosomae (GOULLI et al., 2011). Konig (2006) aponta as
cepas de Bacillus como uma porcéo significativa da comunidade microbiana intestinal de
invertebrados. S. paucimobilis € um patégeno oportunista, ndo fermentativo, amplamente
encontrado no ambiente natural (agua e solo), e outras fontes, que esta associado com muitos
casos de infec¢des nosocomiais (RYAN e ADLEY, 2010).

A atranorina tem sido reportada como eficiente contra bactérias Gram-positivas
(FALCAO et al., 2002) e menos eficaz contra bactérias Gram-negativas. Essa menor
sensibilidade antibidtica pode ser explicada pela estrutura da parede celular, composta por
uma camada externa menos permedvel a moléculas hidrofdbicas ou anfipéticas, conferindo
efetiva barreira de permeabilidade e restringindo a penetracao de alguns compostos (TEGOS.
2002; CARVALHAL e ALTERTHUM. 2004; MOLNAR e FARKAS, 2010). No entanto,
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avancos nos estudos acerca das propriedades bioldgicas dos compostos bioativos liquénicos

também tém permitido demonstrar a atuacao dessas substancias frente ao desenvolvimento de

bactérias Gram-negativas e fungos, como B. cereus, B. subtilis, S. aureus, S. faecalis, Proteus

vulgaris, Aeromonas hydrophila, Candida albicans e C. glabrata (YILMAZ et al., 2004).

Tabela 1- Identificacdo molecular dos simbiontes bacterianos intestinais de Constrictotermes

cyphergaster por percentual de semelhanga através de pesquisa BLAST.

%

ACESSO ESPECIES SIMILARIDADE GRAM LOCAL CIM
KR149272.1  Bacillus flexus strain vitij6 97 + | 0.0065- 0.1
KRO77814.1  Bacillus sp. fjat-25723 97 + v 0.0065- 0.1
CP015911.1 Bacillus velezensis strain 1s69 96 + v 0.025-0.1
AB301018.1  Bacillus pumilus gh18 97 + | 0.0125- 0.1
KY671142.1  Bacillus thuringiensis strain 97 - | X
ul5 29

DQ520823.1  Microbacteriaceae bacterium 97 - I X
nrl72

KY807037.1  Bacillus siamensis strain fh-1 93 + v X

CP003752.1  Bacillus thuringiensis hd-771. 96 + v 0.0125- 0.1

MG704147.1  Bacillus sp. strain t149-19 96 + v 0.0125- 0.1

KU597564.1  Bacillus sp. rd_mopep_06 96 + 1 0.1

CP003687.1  Bacillus thuringiensis mc28 94 + 1] X

KT719709.1  Bacillus cereus strain mer_132 96 + 1 0.0125- 0.1

KJ767337.1 Bacillus simplex strain ihb b 96 + v 0.0125- 0.1
7173

KX242264.1  Bacillus cereus strain 0s8.2 96 + | 0.00625- 0.1

KX129840.1  Bacillus velezensis strain js4s 96 + 1 0.00125- 0.1

NC_023073.1 Bacillus velezensis strain 1s69 96 + 1 0.00625- 0.1

EU184084.1  Bacillus sp. psh7 95 + | 0.00625-0.1

MF179866.1  Bacillus sp. (in: bacteria) strain 98 + | X
dek9b

MKO039414.1  Sphingomonas paucimobilis 99 - v X
strain tm.vt-se.ab03

MKO039414.1 Sphl_ngomonas paucimobilis 90 i | 0.05- 0.1
strain tm.vt-se.ab03

KY908413.1  Bacillus sp. strain krjp 90 + Il 0.05-0.1

HQ238891.1  Bacillus cereus strain z2b-73 90 + 1 0.05- 0.1

MG309328.1  Bacillus sp. (in: bacteria) strain 90 + v 0.1
201705cjkop-15

EF113689.1 ggg;gus thuringiensis strain 93 + W, 0.05- 0.1

JQ765577.1 Bacillus methylotrophicus strain 9 + I 0.025- 0.1
brhs/p91

MKO039414.1 Sphl_ngomonas paucimobilis 94 i | 0.0625- 0.1
strain tm.vt-se.ab03

Legenda: Papo de operario — I; Papo de soldado — II; Panca de operario — Ill; Panca de soldados — IV; X -

Insensivel & inibicdo. CIM- Concentracdo Inibitoria Minima.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR077814.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B82AKSWJ01N
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_158342299
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1356588203
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1356588203
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1174823009
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_326582733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG309328.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YSB6T0F0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1476489978
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1476489978
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Figura 4: Crescimento de isolados bacterianos intestinais de Constrictotermes cyphergaster detectado

por densidade Otica utilizando a substancia liquénica atranorina. A- Tempo Oh e B-Tempo 12h. B-

Controle negativo; C+: Controle positivo



21

As bactérias pertencentes a familia Microbacteriaceae abrange um grande grupo de
bactérias Gram-positivas predominantemente aerobicas, que estdo em Varios ecossistemas
terrestres e aquaticos, podendo estar associada clinicamente com plantas, fungos e animais.
As espécies dessa familia sdo reportadas como patogénicas oportunistas (CARVALHO,
2012). A bactéria Gram-positiva B. licheniformes teve seu crescimento inibido pelo
metabdlito secundario &cido Usnico (OLIVEIRA, 2016), também produzidos por fungos
liquenizados consumidos por C. cyphergaster (BARBOSA-SILVA et al.,, 2014). Estudo
realizado por Agerholm et al. (1997) considerou todas as cepas (n=13) experimentadas de B.
licheniformes como patogénicas.

As variagOes referentes a determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) nos
diferentes isolados bacterianos podem ser atribuidas a diferentes fatores, como a origem das
estirpes testadas, do método utilizado ou mesmo da pureza da substancia testada, sendo
necessario maior nimero de microrganismos testados (STUDZINSKA-SROKA et al., 2017).
Estudos mostraram variagGes de CIM variando de 5.0 pg/mL (NEERAJ et al., 2011) a
250 pg/mL (FALCAO et al., 2002; HONDA et al., 2010).

5 CONCLUSAO

A comprovada atividade bactericida da atranorina no desenvolvimento dos simbiontes
intestinais de C. cyphergaster permite confirmar nossa hipotese, contribuindo nos avangos
acerca da relacdo ecologica de simbiose existente entre estes organismos. Este estudo ajudou
a entender melhor o papel deste composto bioativo, o qual é de fundamental relevancia no
estudo dos fungos liquenizados, no controle do crescimento de isolados bacterianos, que sdo
potencialmente patogénicos, o que em grande escala poderia acarretar grandes prejuizos a

colonia.

BACTERICIDE POTENTIAL OF ATRANORIN OVER THE GUT SYMBIONTS OF
Constrictotermes cyphergaster (Termitidae, Nasutitermitinae)

ABSTRACT

The termites display a diverse polysaccharides rich diet, in which hydrolysis is realized by
bacterial symbionts associated to its gut. One of the main feeding items of the
Constrictotermes cyphergaster termites are lichenized fungi, which product around 1050
licheninc substances, such as atranorin, with attested bactericide activities. This essay tested
the negative effect of this substance on the development of bacterial gut symbionts from C.
cyphergaster. The gut of 50 soldiers and 50 workers were extirpated and its content suspend
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in distiled sterile water. Posteriorly, 100 ul of this mixture was inoculated on culture medium,
in triplicates. The bacterial DNA was amplified using 27F and 1389R primers, sequenced and
posteriorly identified using NCBI, with over 90% similarity. Atranorin inhibited the growth of
Bacillus flexus, B. thurigiensis, B. velezensis, B. pumilus, B. siamensis, B. simplex, B. cereus
and Sphingomonas paucimobilis, with minimal inhibitory concentration ranging between 5 to
250 pg/ml. There was significant differences among the tested concentration in t0
(¢3=278.36; df=7. P<0.001) and t12 (»?=205.73; df = 7. P<0.001), detected by optical density
— Elisa. It was verified the bactericide potential of atranorin in response to time, mainly over
Gram-positive isolates, associating the lack of an external membrane which grant major
antibiotic resistance. The bactericide activity of atranotin in the present essay contributes to
the advances on the insights surrounding the feeding relationship of C. cyphergaster and a
series of lichen species, embracing the knowledge surrounding the role of this bioactive
compound on the growth control of bacterial isolates from this termite, specially those
potentially pathogenic, which in great-scale could deal grate prejudice to colony.

Keywords: Termite, bacterian symbionts, lichenic substances
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