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1. Introducéo

Actinomicetos sdo procariotos gram-positivos pertencentes a ordem Actinomicetales,
caracterizados pela formagdo de micélio de substrato, micélio aéreo, producdo de esporos e
alto contetido de G+C em seu DNA. S3o, em sua maioria, aerobios, quimio-heterotroficos,
saprofitos, encontrados principalmente no solo, onde seu crescimento € controlado por fatores
ambientais abidticos e bioldgicos tais como teor de matéria organica, pH, umidade, aeracao,
profundidade e estagdo climatica (Alexander 1961; Holt et al. 1994; Heuer 1997; Vieira &
Nahas 2005; El-Tarabily & Sivasithamparam 2006).

Possuem importancia indiscutivel na sustentabilidade da biosfera, tém papel
predominante nos ciclos biogeoquimicos ¢ destacam-se por uma extraordinaria habilidade de
produzir metabdlitos secundarios, substancias nao essenciais para o desenvolvimento
bacteriano, que conferem caracteres seletivos ao microrganismo produtor. Os produtos do
metabolismo secundario apresentam diversas estruturas quimicas e atividades bioldgicas, que
possuem aplicagdo nas dreas agricola, industrial e médico-farmacéutica, atuando como
herbicidas, pesticidas, anti-parasitarios, enzimas, substincias promotoras de crescimento
animal e vegetal, imunoreguladores, antibidticos, antivirais e antitumorais (Umezawa 1967;

Weber et al. 2003; Oskay et al. 2004; Ramirez-Duran et al. 2006).

O primeiro antibiotico produzido por actinomicetos isolados a partir do solo foi a
actinomicina, obtida de Streptomyces antibioticus que apresentava potente atividade
antibacteriana, entretanto elevada toxicidade, o que inviabilizou o seu uso na terapéutica.
Posteriormente, foi identificada a estreptomicina produzida por Streptomyces griseus, com
grande impacto na terap€utica por ndo ser toxica e por apresentar grande eficiéncia no
tratamento da tuberculose. Desde entdo varios outros antibidticos foram isolados a partir de
actinomicetos, sendo que atualmente somam mais de 5000 conhecidos. Os fatores que
regulam a expressdo dos genes envolvidos na sintese destes antibidticos sdo controlados por
nutrientes disponiveis no meio de cultura, pH, temperatura e aeracdo (Perkins 1965; James &

Edwards 1989; Hobbs et al. 1990; Demain 1992; Bystrikh et al. 1996; Bryder 2002).

Em um contexto geral da historia da medicina, poucas descobertas tiveram um impacto
tao profundo, na vida humana e na sociedade, quanto a descoberta dos antibioticos. A partir
da segunda metade do século XX, comegou a se utilizar clinicamente um grande nimero de
substancias antibidticas no controle das infec¢des. A grande euforia originada pela descoberta

e utilizacdo em grande escala dos antibidticos e quimioterapicos a partir de 1940, levou a uma



diminui¢do significativa na morbidade e letalidade para a maioria das doengas microbianas,
mas foi substituida por um clima de apreensdao nos meios médico e cientifico, pois o uso
abusivo e, muitas vezes, irracional dessas drogas teve como conseqiiéncia a selegdo e
dissemina¢do de microrganismos resistentes (Moreillon 1995; Montelli & Sadatsune 2001;

Lowy 2003).

Um dos maiores desafios na terapéutica das infec¢des microbianas tem sido a
emergéncia de microrganismos resistentes aos antimicrobianos atualmente disponiveis.
Desde os primeiros relatos até os dias atuais, a freqiiéncia de microrganismos multirresistentes
vem aumentando em instituicdes de saude e comunidade, constituindo falha terapéutica,
recorréncia de infecgdes e elevado custo. Neste cenario faz-se necessario destacar os
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) que sdo importantes patdogenos e
causa freqiiente de infec¢cdes em todo mundo, com indices significativos de morbimortalidade.
Tais microrganismos possuem varios fatores de viruléncia, diversidade de infeccdes
potencialmente fatais e uma extrema capacidade de disseminacdo e adaptagdo as diferentes

condi¢des ambientais (Arbuthnott el al. 1990; Dinges et al. 2000; Oliveira et al. 2002).

Considerados problemas mundiais de satide publica, o crescente nivel de resisténcia dos
MRSA desponta para um quadro alarmante: o aparecimento de microrganismos virtualmente
resistentes a todo o arsenal antimicrobiano disponivel na atualidade e isso, provavelmente,
significara um retrocesso a era pré-antibidtica. Esse fato tem despertado um maior interesse
pela busca de novas e melhores substancias antimicrobianas e redireciona a aten¢do para os
actinomicetos (Souza 1998; Chambers 2001; Debbia et al. 2001; Watson et al. 2003; Pelaez
2006).

A biotecnologia baseia-se na pesquisa e descobrimento de recursos biologicos
exploraveis, portanto sdo de grande interesse pesquisas que visem o descobrimento de
microrganismos com potencial para a exploragdo em processos biotecnologicos,
especialmente aqueles que gerem melhoria da qualidade de vida da populagdo. A atengdo
dada aos actinomicetos em aplicagdes biotecnologicas ¢ um resultado natural da sua grande
diversidade metabolica e ecologica, além de uma grande capacidade de producdo de
compostos empregados em diferentes necessidades humanas (Bull et al. 1992; Bull et al.

2000).

O Brasil destaca-se por sua megabiodiversidade, ndo totalmente conhecida e muito

menos aproveitada. Destaca-se ainda pelo rapido processo que estd levando a eliminacao



dessa riqueza potencial. O caso mais antigo, que ilustra o processo, ¢ o da Floresta Atlantica,
explorada durante séculos e hoje restrita a menos de 7,0% de seu tamanho original. No caso
do Cerrado, tem-se que mais de 50,0% de sua éarea original estd completamente ocupada por
atividades produtivas, mas ainda faltam informacdes e estimativas mais precisas sobre sua

destruicao (MMA 2006).

A descoberta de actinomicetos produtores de compostos naturais desconhecidos ocorre
quando novos sistemas de selecdo s3o utilizados, quando materiais de locais ainda nao
explorados sdo examinados ou a partir da manipulacdo das condi¢des de cultivo dos
microrganismos (Duke et al. 2002). Vale ressaltar que o grande desafio para a comunidade
cientifica nas proximas décadas envolve a determinagdo de novos sitios de agdo dos
antimicrobianos, o estudo detalhado dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos
microrganismos para preservacao de sua subsisténcia, a pesquisa de novas drogas altamente
eficazes frente a determinados patdogenos e a busca por substidncias que apresentem efetiva
acdo antineoplasica. Portanto, o isolamento de actinomicetos de solos de biomas brasileiros
como o Cerrado e a Floresta Atlantica ¢ uma forma de se encontrar microrganismos com
atividades novas ou com aplica¢des conhecidas, porém melhores que aquelas em uso (Nolan

& Cross 1988; Wang et al. 1999; Montelli & Sadatsune 2001).

O fato de que muitos antibidticos ja foram descobertos ndo faz cessar a pesquisa por
novas moléculas, pois enquanto existirem doengas sem tratamento, a pesquisa continuara e
mesmo quando um tratamento eficaz estiver disponivel, serd sempre possivel que um outro
mais eficaz e menos toxico possa ser encontrado. Com este raciocinio visamos neste trabalho
dar uma contribuicao ao estudo dos actinomicetos de solos de Cerrado ¢ Mata Atlantica, ndo
sO através de seu isolamento, mas também quanto a sua capacidade de produzir antibidticos
com atuacdo frente a Staphylococcus aureus meticilino-resistentes, bem como avaliar a

citotoxidade e uma possivel atividade antitumoral dos compostos produzidos.
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2. Revisao de literatura

2.1. Actinomicetos

O termo actinomiceto deriva-se do grego (aktis =irradiado; mykes=fungo) e refere-se a
um grupo heterogéneo de microrganismos que filogeneticamente pertence ao ramo das
bactérias gram-positivas (Pandey et al. 2004). Desde a sua descricgdo em 1875, os
actinomicetos foram considerados microrganismos exoticos, com caracteristicas de fungos
filamentosos e de bactérias. Entretanto a partir de 1950, com o melhor conhecimento do
material genético e composicdo quimica ficou comprovada sua natureza procariotica

(Goodfellow & Cross 1984; Wosten & Willey 2000).

As principais evidéncias que colocam os actinomicetos junto aos procariotos sdo a
auséncia de uma membrana nuclear e a sensibilidade a lisozima e a agentes antibacterianos
em geral (Coelho 1976). Estes microrganismos possuem uma parede celular de 10,0 a 20,0nm
de espessura e composi¢ao quimica tipica de bactérias, consistindo de peptidioglicano
associado a um ou mais polimeros, tais como &cidos teicdicos anidnicos e polissacarideos
neutros (Piret & Demain 1988; McNeil & Brown 1994). A classificacdo desta estrutura em
quatro quimiotipos distintos ¢ feita com base em duas informagdes quimicas importantes: o
aminoacido dibasico (isomero L ou meso do 4cido diaminopimélico- DAP) que esta presente
na parede celular, e os aglcares presentes no hidrolisado celular em adicdo aos acidos
muramico e glicosamina do peptidioglicano (Suput et al. 1967; Lechevalier 1989; Anazawa &

Manfio 1997).

Actinomicetos apresentam uma regido nuclear fibrilar e citoplasma granular com
ribossomas de até 12,0nm de didmetro, podendo conter inclusdes, dependendo do organismo,
da idade e do meio de crescimento utilizado (Piret & Demain 1988). A membrana
citoplasmatica ¢ tipica, varia de 7,5 a 10,0nm de espessura, do tipo bicamada lipidica, obtida
pela interacdo anfipatica de lipideos e proteinas de membrana que produzem uma matriz

estavel para incorporagdo de outros lipideos funcionais (Minnikin & O’Donnel 1984).

O DNA (4cido desoxirribonucléico) apresenta-se em forma condensada, com alto teor
de guanina e citosina (G+C > 50,0%), freqlientemente em multiplas copias nas células das

hifas, mas usualmente somente uma cépia nos esporos. Possuem, com elevada freqiiéncia,



DNA extracromossomal (plasmideos), em uma ampla variedade de tamanhos (10 a 40 Kb) e
numero de copias (1 a 30). Estes tém importante papel na fertilidade, transferéncia de genes,
rearranjos gendmicos e producdo de antibidticos. A maioria desses plasmideos também ¢ rica
em G+C, podendo ser lineares ou circulares, autdbnomos ou integrados (Piret & Demain 1988;

Kinashi & Shimaji-Murayama 1991; Bentley & Parkhill 2004).

Quanto ao requerimento de oxigénio os actinomicetos sdo principalmente aerobios, mas
alguns géneros podem apresentar-se anaerobios facultativos ou obrigatdrios. Sao geralmente
quimio-heterotroficos e utilizam uma ampla variedade de fontes de energia, incluindo
polimeros complexos (Holt et al. 1994). Possuem um sistema enzimatico bastante completo,
ndo sendo nutricionalmente exigentes. A maioria deles ¢ capaz de crescer em meio contendo
apenas uma fonte de carbono, uma fonte de nitrogénio (mineral ou organico), sais minerais e
agua, sem necessidade de adicao de vitaminas, cofatores e outras substancias mais complexas

(Kiister 1967).

Dentre as caracteristicas comuns com os fungos filamentosos, destacam-se: a) o ciclo de
vida e a morfologia superficial, pois apresentam formagao de micélio e desenvolvimento de
esporos (Goodfellow & Willians 1983; McNeil & Brown 1994; Gutiérrez-Lugo & Essayag
2003); b) a secre¢ao de moléculas que reduzem a tensdo em um ambiente aquoso, capacitando
a hifa a crescer na superficie, recoberta por um filme hidrofébico (Wosten & Willey 2000); ¢)
seu cultivo em meio de cultura liquido apresenta-se, na maioria das vezes, como uma massa

ou sedimento, raramente resultando em turbidez (Ensign 1978; Vobis 1997).

Em seu ciclo de vida, os actinomicetos apresentam um processo de diferenciagdo
celular caracterizado por uma alteragdo morfoldgica bastante complexa, além de um
processo de diferenciacdo quimica envolvendo uma extraordinéria habilidade de produzir
variadas moléculas bioativas, o que os torna microrganismos economicamente importantes
(Demain 1989; Vining 1990). A fase vegetativa do crescimento ¢ representada pelo micélio
vegetativo, formando hifas ramificadas que penetram no substrato solido, permitindo a
exploragdo de recursos disponiveis, como exemplificado pela Figura 1 (Weber et al. 2003;
Ryotaro et al. 2006). A massa micelial favorece uma alta concentracao local de enzimas, tais
como amilases, celulases, pectinases ¢ proteases, que hidrolisam restos organicos
relativamente complexos. Apos esse periodo de crescimento vegetativo as hifas no centro da
coldonia sofrem lise, fornecendo nutrientes para o crescimento das hifas aéreas. Esta fase
coincide com a producdo de diversas substancias intracelulares biologicamente ativas,

conhecidas como metabolitos secundarios. As hifas aéreas, por sua vez, passam por um



processo de septacdo e formacdao de esporos, podendo formar estruturas enoveladas com
diversos graus de complexidade. Os esporos propiciam a dispersdo do organismo e sdo
extremamente resistentes a dessecacao, favorecendo a sobrevivéncia em condi¢Oes adversas.
Todo o processo de diferencia¢do ¢ rigorosamente controlado por um sistema regulatorio

(Chater 1989; Demain 1989; Bibb 1996; Chater 2001).
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Figura 1 — Ciclo de vida dos membros do género Streptomyces (Fonte: Ryotaro et al. 2006).

A ordem Actinomycetales ¢ constituida de microrganismos que possuem morfologia que
varia desde simples bastonetes e cocos até uma organizagao micelial complexa e apresentam a
capacidade de formar hifas em algum estdgio de seu desenvolvimento (Goodfellow et al.
1984; Holt et al. 1994). Produzem filamentos (hifas) finos, ramificados, que podem ser
longos, embora sejam curtos em alguns grupos, ¢ devido ao crescimento da parede celular em
intervalos regulares, subdividem-se em varios segmentos, todos contendo uma molécula de
DNA (Gutiérrez-Lugo & Essayag 2003). Os filamentos se parecem morfologicamente aos
filamentos de fungos, porém, sdo mais estreitos, normalmente com 0,5 a 1,0um de didmetro,
uma dimensdo andloga a de célula bacteriana, podendo chegar a 20,0um de didmetro em

alguns géneros (Alexander 1977).

A diversidade morfoldgica dos actinomicetos ¢ exemplificada primariamente por suas
estratégias reprodutivas que levam a formacao de uma variedade de estruturas de reproducao.

Sao exemplos de tipos de esporos os artrosporos, caracteristicos de Streptomyces, endosporos



de Thermoactinomyces, aleuriosporos de Micromonospora e zodsporos de varios membros de
Actinoplanaceae, como Geodermatophillus, Oeskovia e Kitasatoa (Ensign 1978). Os esporos
formados sdo originados de hifas especializadas, podem ser unicos ou em cadeias de dois a
mais de cinqiienta e, em alguns casos, dentro de “vesiculas”. Em casos raros, podem ainda se
desenvolver como resultado de septacdo ou fragmentacao de elementos hifas pré-existentes. A
estrutura da superficie do esporo, que ¢ devida a presenga de uma bainha filamentosa, pode
dar a ele o aspecto liso, espinhoso, ondulado ou filamentoso, constituindo uma caracteristica
muito estavel e util taxonomicamente (Piret & Demain 1988; Vobis 1997), assim como a sua
forma, coloragao, nimero e disposi¢do, que sdo caracteristicas particulares de cada género. Os
esporos podem ser moveis (planosporos ou zoosporos) ou flagelados como no género
Actinoplanes mas, de maneira geral, eles carecem de motilidade (aplandsporos ou conidios) e
a maioria ndo ¢ resistente ao calor, a exce¢do daqueles produzidos pela familia

Thermoactinomycetaceae (Gutiérrez-Lugo & Essayag 2003).

Actinomicetos desenvolvem-se lentamente, o que torna dificil o isolamento em relacao
aos seus competidores. A cultura em &agar apresenta colonias abundantes, de consisténcia
firme e tenazmente aderidas ao substrato. Sua velocidade de crescimento radial sobre o meio ¢
inferior ao de fungos e sua velocidade de produgdo de células geralmente ¢ mais lenta que das
demais bactérias. Enquanto que em Escherichia coli um ciclo de divisdo celular é de vinte
minutos, em alguns actinomicetos pode levar de dois a trés dias para se completar
(Lechevalier & Lechevalier 1981). O crescimento dos actinomicetos ocorre principalmente
pela extensdao da parede celular como hifas ramificadas, que seguem uma cinética de
crescimento aparentemente exponencial. Crescidas as coldnias, as partes mais distantes da
margem podem acumular vérias classes de material de reserva como glicogénio, lipideos e

polifosfato (Goodfellow et al. 1984).

Podem compreender bactérias que se multiplicam por simples divisdo binaria
(Corynebacterium spp.) até espécies extensivamente filamentosas e ramificadas como
Streptomyces spp. (Connell 2001). As bactérias nocardioformes podem, eventualmente,
fragmentar suas hifas em cocos e bastdes, que, ao crescerem, dardo origem a um novo
micélio. Os esporactinomicetos possuem uma morfologia que inclui a formagao de esporos
em partes definidas do micélio. Um terceiro nivel de organizacdo ¢ formado por
actinomicetos que se dividem, tanto transversalmente quanto longitudinalmente, dando
origem a esporangios multiloculares, estando presentes nos Dermatophilus e

Geodermatophilus (Goodfellow & Cross 1984; Vobis 1997).
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Os actinomicetos sdo saprofitos estritos em sua maioria porém, alguns podem possuir
capacidade parasitaria para vegetais, animais e seres humanos (Willians et al. 1983a;
Goodfellow et al. 1988; Holmalahti et al. 1994). As manifestagdes clinicas, severidade de
doenca e prognostico em um hospedeiro infectado sdo extremamente variaveis e determinadas
por fatores como a rota de infecgdo e o estado imunoldgico do paciente. No caso dos
actinomicetos aerdbios a aparéncia tipica da doenca ¢ uma reacao inflamatoria granulomatosa,
que pode progredir para formagdo de abscesso. O diagnostico destas infecgdes ¢ dificil por
uma combinacdo de dificuldades clinicas e microbioldgicas, incluindo sua apresentacio
clinica ndo especifica, uma necessidade de procedimentos invasivos (bidpsia), dificuldades no

isolamento e classificacdo dos microrganismos (McNeil & Brown 1994).

Dentre as doengas nas quais os actinomicetos podem apresentar-se etiologicamente
envolvidos, destacam-se: a tuberculose (Mycobacterium tuberculosis), a hanseniase (M.
leprae), estreptotricoses, caries e doengas periodontais provocadas pelo Actinomyces viscosus
(Beaman 1984). As infecgdes invasivas tais como actinomicoses, nocardioses ¢
actinomicetomas sdo potencialmente malignas, podendo causar risco de morte quando o
tratamento ¢ inadequado ou tardio (Lacey 1988). Alguns actinomicetos termofilicos
(Thermoactinomyces vulgaris ¢ Micropolypora faeni) estdo implicados em numerosos casos
de pneumonia hipersensivel e outras reacdes alérgicas (Hurst et al. 1997). A maioria das
infecgdes por Nocardia spp. ¢ pulmonar ou subcutinea, entretanto, o microrganismo pode
disseminar-se dos pulmdes para outros 6rgaos em hospedeiro suscetivel. Os actinomicetos
patogénicos mais freqiientemente encontrados e identificados pelo CDC (Centers for Disease

Control and Prevention) sdo Streptomyces griseus e Streptomyces somaliensis (Hollick 1995).

2.1.1. Taxonomia

A ordem Actinomycetales ¢ constituida de microrganismos particularmente variaveis, e
esta extrema variabilidade morfologica e fisioldgica, dificulta sua classificacdo e taxonomia,
constituindo um problema ainda sem solu¢ao satisfatéria, desde a sua descrigdo até os dias de
hoje. Neste periodo varias chaves de classificagdo tém sido propostas, sendo a mais recente a
da 9% edigao do Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al. 1994) onde sao

apresentados 8 grupos, perfazendo um total de 48 géneros, dentre os quais destacam-se:
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Streptomyces, Actinomyces, Dermatophilus, Mycobacterium, Nocardia, Micromonospora,

Actinoplanes ¢ Termoactinomyces (Lechevalier & Lechevalier 1967; Holt et al. 1994).

A maioria das chaves de identificacdo baseia-se na morfologia dos esporoforos,
composi¢ao quimica da parede celular, tipo de peptidioglicano, tipo de fosfolipideos, padrdes
de 4cidos graxos, cor do micélio aéreo e do reverso da coldnia, excrecdo de pigmentos
melanoides, producdo de antibidticos, assimilagdo de compostos de carbono, morfologia dos
esporos observados ao microscépio eletronico e porcentagem de guanina e citosina (% G+C)
no DNA (Tresner et al. 1961; Dietz & Mathews 1971; Kurylowicz et al. 1971; Keast et al.
1984; El-Tarabily & Sivasithamparam 2006).

Em 1960 foi estabelecido o Projeto Internacional para Streptomyces (International
Streptomyces Project — ISP) visando determinar as relagdes entre os géneros e as espécies,
tendo em vista, que um novo isolado era, geralmente, descrito e caracterizado com base em
critérios subjetivos (O’Donnell 1988). A taxonomia de actinomicetos nao ¢ possivel de ser
feita utilizando-se somente métodos tradicionais com base em caracteristicas fenotipicas. Esta
abordagem tem levado a grupos supragenéricos bastante heterogéneos. Tem-se utilizado trés
abordagens que se baseiam principalmente nas mais avangadas metodologias e técnicas de
sistemdtica (Bull et al. 1992). A quimiotaxonomia utiliza a caracteriza¢gdo de componentes
especificos da célula tais como lipideos, aminoacidos da parede celular, agticares e proteinas
para distinguir relagdes supragenéricas. A taxonomia numérica ¢ baseada na utilizacao do
maior numero possivel de caracteristicas fenotipicas de um grupo relacionado de
microrganismos (Keast et al. 1984). A sistematica molecular que utiliza métodos de
hibridizagdo de 4cidos nucléicos DNA-DNA e DNA-rDNA (Labeda 1992), fago-tipagem
(Korn-Wendish & Scheneider 1992), espectroscopia de massa de pirolisados (Sanglier et al.
1992) e técnicas de seqiiencimaneto de DNA 16S para desvendar relagcdes em niveis intra e
intergenéricos (Embley & Stackenbrandt 1994). A partir destas caracteristicas, sdo
construidas diversas matrizes de identificacdo tteis para a distingdo das espécies com o

auxilio do computador (Willians et al. 1983a e b; Langham et al. 1989).

Na aplicagdo de técnicas moleculares como a analise de seqiiéncia de DNA ribossomal
(5S, 16S e 23S rRNA) e outras seqiiéncias conservadas no genoma, hd uma maior
probabilidade de se ter uma aproximagao fidedigna para a contagem de espécies e diversidade
genética (Liesack & Stackenbrandt 1992; Embley & Stackenbrandt 1994). Limita¢cdes como

as apresentadas por microrganismos ndo cultivaveis, talvez sobrepujados por representantes
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de diferentes grupos em amostras de meio ambiente, podem ser solucionadas utilizando-se

sondas de acido nucléico designadas para Archaea, Bacteria e Eucarya (Manfio 1995).

2.1.2. Actinomicetos no solo

O solo ¢ a parte superficial intemperizada ndo consolidada da crosta terrestre, contendo
matéria organica e seres vivos (MMA 2006). A biodiversidade e a atividade bioldgica estao
relacionadas a fungdes e caracteristicas essenciais para a manuten¢do da capacidade produtiva
dos solos. Os microrganismos sdo responsaveis por diversas atividades essenciais para o
funcionamento dos ecossistemas, como a fragmentacao e decomposicao da matéria organica,
a disponibilizagdo de nutrientes ¢ a agregagdo das particulas do solo (Moreira & Siqueira

2002; Hackl et al. 2004).

Os actinomicetos estdo amplamente distribuidos na natureza, tendo sido encontrados
com maior ou menor freqiiéncia, na agua (Burman 1973; Kitouni et al. 2005; El-Sersy &
Abou-Elela 2006), no ar (Lloyd 1969; Grigorevski-Lima et al. 2006) e em tecidos humanos,
animais e vegetais. E no solo, porém que se encontra a maior densidade populacional destes
microrganismos. Varios autores aplicam diferentes meios para a contagem e isolamento dos
actinomicetos do solo. Uma revisao das técnicas aplicadas sugere que os melhores resultados,
bem como a limitagdo do desenvolvimento de outros microrganismos nas placas, podem ser
obtidos aplicando-se meios contendo amido como fonte de carbono, além de antibioticos e

antifingicos (Williams & Davies 1965; Duangmal et al. 2005).

Os microrganismos no solo apresentam estreita associacdo com as particulas argilosas e
matéria organica, podendo ser encontrados como células simples ou micro-colonias, que
freqlientemente estdo embebidas em uma matriz de polissacarideos. O metabolismo, interagao
com outros microrganismos ¢ com as particulas do solo s3o dependentes das condi¢des do
micro-habitat que, no geral, apresenta-se bastante heterogéneo (Rolf 2004). A densidade da
populagdo, como no caso de outros grupos de microrganismos, ¢ controlada pela interagdo de
fatores ambientais fisicos, quimicos e bioldgicos, tais como tipo de solo, vegetagdo, teor de
matéria organica, pH, umidade, aeragdo, profundidade e temperatura (Alexander 1961; Melin

et al. 1999; Pereira et al. 1999a; Veira & Nahas 2005; El-Tarabily & Sivasithamparam 2006).



13

Actinomicetos tém sido encontrados em quase todos os tipos de solo estudados em
varias regioes geograficas e climaticas. Isto inclui regides apresentando condigdes extremas
como desertos tropicais (Flint et al. 1973; Takahashi et al. 1996; Takahashi & Omura 2003),
regides semi-aridas (Le Roes & Meyers 2005), solos da Antartida e solos montanhosos
primitivos (Cameron 1971). De maneira geral, os nimeros dos actinomicetos variam entre
10* ¢ 10® ufc/g de solo seco e numericamente sio superiores aos fungos e inferiores as demais
bactérias (Alexander 1961; Ishizawa et al. 1968; Davies & Williams 1970; Lacey 1973;
Visser & Banage 1973; McCarthy & Willians 1992).

Os actinomicetos sdo favorecidos por solos que possuem um teor de matéria organica
relativamente alto (Davies & Williams 1970; Lacey 1973). Assim, a contagem destes
organismos aumenta com o teor de matéria organica presente no solo, isto ¢, a quantidade de
substancia organica morta no solo capacita o desenvolvimento proporcional de actinomicetos
(Muller et al. 1971). Por isso, esses microrganismos sao mais facilmente encontrados em
solos cultivados do que virgens, uma vez que, em geral, os primeiros sdo mais ricos em

matéria organica (Alexander 1961; Ishizawa et al. 1969).

A maior parte dos actinomicetos do solo pertence ao grupo aerobio e ¢ sabido que o alto
teor de umidade ¢ desfavoravel ao seu crescimento em comparacdo com as demais bactérias.
Em oposicdo, resistem bem a secagem extrema (Alexander 1961; Lacey 1973). Preferem um
solo neutro ou ligeiramente alcalino, cessando seu crescimento in vitro em pH 5,0. Em solos
acidos eles correspondem a menos de 1,0% da contagem de vidveis (Alexander 1961; El-
Tarabily & Sivasithamparam 2006). Uma excecdo seriam os esporoactinomicetos acidofilos
que crescem bem em pH 3,5 a 5,5 (Khan & William 1975; Hagedorn 1976; Coelho &
Drozdowicz 1978).

De acordo com El-Tarabily & Sivasithamparam (2006), a freqiiéncia de actinomicetos
varia nos diferentes solos, além do que, a quantificagdo e estimativa das diferentes espécies ¢é
grandemente influenciada pela metodologia empregada no isolamento. Segundo estes autores,
dentre os 20 géneros mais freqiientemente encontrados nesses ambientes hd uma
predominancia de Streptomyces em torno de 95,3%, seguido de Actinoplanes (0,2%),
Actinomadura (0,1%), Microbispora (0,18%), Micromonospora (1,4%), Nocardia (1,98%),
Pseudonocardia (0,06%), Streptosporangium (0,10%), Thermoactinomyces (0,14%), ¢
Thermomonospora (0,22%).
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Segundo Hackl et al. (2005), florestas nativas, com especificas comunidades de vegetais
selecionam microrganismos com especificos requisitos ambientais. Diferentes tipos de
florestas seriam entdo associadas a comunidades microbianas caracteristicas daquele solo e
daquela vegetacdo, sendo que e as modificagdes ambientais provocadas pela flutuacao
estacional das condi¢des climaticas podem modificar as populagdes que constituem a
comunidade, assim como as interacdes benéficas e/ou antagonicas dos microrganismos

determinam a composi¢do qualitativa e quantitativa da comunidade.

Quase 80,0% dos actinomicetos do solo ocorrem na camada mais superficial (0-10cm),
diminuindo progressivamente com a profundidade (Iwai & Takahashi 1992). Mas a
profundidade, por si s6, ndo ¢ um fator independente influenciando a distribui¢do dos
microrganismos no solo, pois em qualquer ponto do perfil existem condicdes particulares de
pH, umidade, aeragdo, temperatura e competicdo biologica. De maneira geral, porém, o
numero das demais bactérias e fungos aumenta com a profundidade (Alexander 1961;
Ishizawa et al. 1971; Lacey 1973; Takahashi & Omura 2003), desta forma, baixos indices de
isolamento de actinomicetos remetem a uma predominancia de outras espécies bacterianas

e/ou fungicas naquele habitat (Pereira et al. 1999a; Melin et al. 1999).

Aos actinomicetos sdo atribuidas varias fungdes no solo e, dentre elas, trés parecem ser
as mais importantes: eles afetam a estrutura do solo, ligando particulas de argila através de
suas hifas; sao capazes de produzir antibidticos nocivos a outros microrganismos no solo € em
raizes de plantas, atuando no controle bioldgico de microrganismos fitopatogénicos, além de
que, funcionam nas transformagdes da matéria organica. Estas bactérias filamentosas possuem
um importante papel na biodegradagdo de polimeros como lignina, quitina, queratina,
complexos aromaticos de acido humico e amido (Alexander 1961; Gottlieb 1973; Goodfellow

& Williams 1983; Lacey 1988; Yuan & Crawford 1995; Paul & Clark 1996).

Actinomicetos podem utilizar uma grande variedade de fontes de carbono, porém no
solo, a fonte primdria ¢ geralmente insoluvel e polimérica, o que torna necessaria a secre¢ao
de uma variedade de enzimas extracelulares (celulases, hemicelulases, quitinases, amilases,
glucanases e amilases) para que as hifas possam penetrar e colonizar o substrato (McCarthy &
Willians 1992; Yuan & Crawford 1995; Paul & Clark 1996). As culturas de actinomicetos
isolados a partir de solos apresentam um cheiro caracteristico de terra molhada, que ¢
denominado geosmina (do grego geo = terra; osme = odor) e ocorre como resultado da
produgdo de pigmentos terpendides e enzimas celulares que sdo capazes de degradar matéria

organica de origem animal e vegetal (Gerber & Lechevalier 1965; Pollak & Berger 1996).
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O equilibrio da microbiota do solo pode ser alterado de varias formas dependendo do
tipo de manejo que se imprime a ele, sendo que o desmatamento, a aragao, a monocultura, o
uso indiscriminado de agroquimicos, a erosdo e as queimadas sdo as formas que mais afetam
a comunidade microbiana. Considerando-se que no Brasil as perdas ambientais associadas ao
recurso do solo para uso agricola sdo estimadas em 5,9 bilhdes de dolares ou 1,4% do PIB
(Produto Interno Bruto) brasileiro, torna-se fundamental e indispensavel que a sociedade
incorpore a visdo de que os recursos naturais sé estardo disponiveis para a atual e futuras
geracdes se utilizados de modo racional, compativel com a preservagdo e o tempo de

regeneragao dos recursos utilizados (Lilienfein et al. 2003; MMA 2001).

A diversidade de microrganismos no solo tem sido explorada por varios anos baseada
no cultivo e isolamento de espécies microbianas. Uma alta propor¢do dos microrganismos
presentes neste habitat apresenta atividade antimicrobiana, com isso os mais conhecidos
microrganismos produtores de antibidticos tém sido isolados, € os actinomicetos, bem como
seus produtos do metabolismo secundério, tém recebido grande destaque no cenario clinico

devido a producao das mais diversificadas substancias bioativas (Rolf 2004).

2.1.2.1. Cerrado

O Brasil apresenta seis biomas continentais - Amazonia, Cerrado, Caatinga, Floresta
Atlantica, Pantanal e Pampa. O conceito de bioma envolve um conjunto de vida (vegetal e
animal) constituido pelo agrupamento de tipos de vegetacdo contiguos e identificdveis em
escala regional, com condi¢des geoclimaticas similares e histéria compartilhada de mudangas,
0 que resulta em uma diversidade bioldgica propria. Os biomas brasileiros englobam uma
imensa variedade de tipos de solos, nutricionalmente, biologicamente ¢ com propriedades

fisico-quimicas distintas (IBGE 2004).

O impacto sofrido pelos biomas brasileiros decorre do processo de expansao e ocupacao
dos espacos nacionais, o que pode ser avaliado pelo que ocorreu na Floresta Atlantica, hoje
reduzida a menos de 10,0% da area original, ocorrendo em fragmentos ao longo da costa
brasileira. No entanto, nos ultimos anos, esses impactos tém sido mais freqiientes na

Amazodnia e no Cerrado (MMA 2001).
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O Cerrado, segundo maior bioma do Brasil, ocupa mais de 200 milhdes de hectares,
cerca de 25,0% do territorio brasileiro, abrangendo os estados de Goias, Distrito Federal,
Minas Gerais, Tocantins, Piaui, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e parte dos estados do
Parana, Bahia, Ceard, Maranhdo, Rondonia, Pard e Sao Paulo, totalizando 1445 municipios
(Figura 2). Abriga um rico patriménio de recursos naturais e uma das mais ricas
biodiversidades dentro da vegetacao savanica do mundo (Sano & Almeida 1988; Hungria &

Vargas 1997; MMA 2006; WWF 2006).

Figura 2 — Regides que constituem o Bioma Cerrado
(Fonte: World Wildlife Fund - WWF 2006)

Devido a sua riqueza bioldgica e a alta pressdo antropica a que tem sido submetido, o
Cerrado ¢ uma das 25 areas do mundo consideradas criticas para a conservagdo. A extensa
transformagao que vem sofrendo este Bioma pode acarretar grandes perdas de biodiversidade,
especialmente em vista das limitacoes das 4reas protegidas, pequenas em numero e
concentradas em poucas regides. Estudos recentes indicam que apenas cerca de 20,0% do

Cerrado ainda possui a vegetacao nativa em estado relativamente intacto (MMA 2002).

Apesar de possuirem textura e estrutura consideradas adequadas ao trabalho agricola, os

solos de Cerrado contém algumas caracteristicas que os situam, principalmente os existentes



17

em Minas Gerais, Goids e Distrito Federal, entre os menos férteis do pais. Estas
caracteristicas, consideradas negativas, sao o baixo teor de nutrientes minerais, tais como
calcio, magnésio e potassio, fosforo assimilavel e fosforo total, presenca de quantidades
excessivas de aluminio, baixo teor de matéria organica na forma de humus e a acidez

generalizada (Mendes et al. 1973).

As florestas nativas cumprem a funcdo estratégica de funcionar como barreiras naturais
a desertificagdo, a erosdo genética, a perda de recursos bioldgicos, a fragmentacdo de
ecossistemas e as catastrofes naturais. No Cerrado, estima-se que cerca de 50,0% da cobertura
original estd convertida em pastos, plantacdes de soja ou formas degradadas de solos
abandonados. Outro problema na regido do Centro-Oeste ¢ a extracdo ndo-sustentavel da
madeira do Cerrado para producdo de carvio vegetal e as queimadas, que agravam a

destruicao florestal e todo o ecossistema local (MMA 2001).

Os actinomicetos compreendem, aproximadamente, de 20,0 a 60,0% da populagdo
microbiana do solo. Contudo em solos de Cerrado, com vegetagdo nativa, a ocorréncia dessas
bactérias pode ser superior a 75,0%, com predominincia do género Streptomyces (Pereira et

al. 1999b).

2.1.2.2. Floresta Atlantica

A Floresta Atlantica ¢ o segundo conjunto de matas especialmente expressivas na
América do Sul, perdendo apenas para a Floresta Amazonica, a maior do planeta.
Denominada de Floresta Pluvial Atlantica, estd localizada na Serra do Mar, que faz parte do
Dominio Florestal Tropical Atlantico. Este Dominio Florestal abrange total ou parcialmente
3.409 municipios em 17 Estados brasileiros incluindo Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Bahia, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e Piaui. Estende-
se por uma faixa relativamente paralela a costa brasileira, desde o Rio Grande do Norte até o
Rio Grande do Sul, e constitui-se por "mares de morros" e "chapaddes florestados", com solos

profundos de drenagem perene (Hofling 2006; MMA 2003).

Hospedeira importante dos espacos geograficos onde se desenhou a nossa

nacionalidade, a Floresta Atlantica, ao longo do processo de constru¢do do pais, foi sendo
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substituida por atividades produtivas que sistematicamente causaram grande impacto. De sua
cobertura original (1,2 milhdo de km?) distribuidos em quatro das cinco regides geograficas
brasileiras, restam-lhe pouco mais que 7,0% (Figura 3). As 4reas remanescentes nio se
distribuem uniformemente por todos os ecossistemas do Bioma, e a maior parte encontra-se
sob regime de conservagdo em unidades de conservagdo —UCs ou sob pressao da atividade
rural ou da expansao urbana. A seu modo, a Floresta Atlantica contém, ainda, a mais rica
diversidade biologica relativa das florestas tropicais conhecidas. O grande nimero de espécies
endémicas que apresenta faz do Dominio Florestal Atlantico uma regido prioritaria para a

conservagao da biodiversidade brasileira (CONAMA 1999).

Ay Limites Interestaduais
Campos de Aftitude, encraves de cerada,
zonaz de tensfo ecoldgica, contatos.

I Floresta Estacional Decicusl

A Limites Interestaduais

I Mata
Floresta Estacional Semidecidual
[ | Restinga
I Floresta Ombréfils Aberta
Mangue
I Floresta Ombrdfils Densa .
Area Urbana
Floresta Ombrafila Mista - L
Dominio da Mata Alantica
Ml Formagies Pionsiras O erasi

1 Brasil

Figura 3 — Floresta Atlantica A) Area original B) Area atual
(Fonte: Fundag¢do SOS Mata Atlantica 2006)

As areas mais prejudicadas da Floresta Atlantica sdo justamente as mais importantes do
ponto de vista conservacionista. Sdo as remanescentes das matas do sul da Bahia e do Espirito
Santo, que abrigam os ultimos exemplares de géneros e espécies de plantas e animais
ameagados de extin¢do. Na regido Sudeste, onde se desenvolveram grandes metropoles como
Sdo Paulo e Rio de Janeiro em areas outrora de Floresta Atlantica, ainda existem trechos
relativamente grandes onde recentemente foram criadas areas de prote¢do ambiental. Nelas

estdo os ultimos refiigios de um dos ecossistemas mais ricos do mundo (Hofling 2006).

A Constituicao Federal de 1998, em seu artigo 225, paragrafo 4°, concedeu a Floresta
Atlantica o status de Patrimdnio Nacional. Essa categorizacdo especial foi utilizada para

destacar a importancia de sua conservagdo e preservacdo. A Floresta Atlantica abriga extensa
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diversidade bioldgica, inimeras comunidades tradicionais, um rico patrimdnio cultural e
assegura a prote¢do do solo, sitios turisticos ¢ mananciais. Por isso a UNESCO (United
Nations Educational Scientific and Cultural Organization) a reconheceu, em 1991, como a
primeira das Reservas da Biosfera Brasileira (CONAMA 1999).

A razdo pela qual o Brasil aderiu ao Sistema de Reservas da Biosfera ¢ que este ¢ o mais
alto reconhecimento internacional que se pode almejar para a protecdo de um ecossistema. A
declaracdo da Reserva da Biosfera da Floresta Atlantica endossa a sua situagdo de floresta
tropical mais ameagada do mundo, sendo, em conseqiiéncia, a primeira prioridade planetaria

para a conservagao da biodiversidade e do patrimdnio genético (Costa 2006).

Considera-se como patrimonio genético toda informacao de origem genética contida em
amostras do todo ou de parte de espécime vegetal, microbiano ou animal na forma de
moléculas ou substancias provenientes do metabolismo destes seres vivos e de extratos
obtidos destes organismos vivos ou mortos, encontrados em condigdes In situ, inclusive
domesticados, ou mantidos em colegdes ex Situ, desde que coletados em condigdes in Situ no

territorio nacional, na plataforma continental ou na zona econdmica exclusiva (MMA 2006).

O Brasil abriga cerca de 10,0 a 20,0% do numero de espécies conhecidas pela ciéncia,
principalmente nas suas extensas florestas. A questdo central da conservacdo da
biodiversidade e seu uso sustentdvel estd no desafio de implementar meios de gestdo ou
manejo que garantam a continuidade de espécies, de formas genéticas e de ecossistemas

(MMA 2001).

2.1.3 Isolamento de actinomicetos

Alguns estadgios devem ser observados para o isolamento de actinomicetos. Entre estes,
incluem-se: a escolha do material a ser analisado, o seu pré-tratamento, os meios de cultura
empregados, assim como as condi¢cdes de incubagdo utilizadas. O pré-tratamento pode
propiciar o isolamento de actinomicetos raros. Neste caso, pode ser incluida a dessecagdo do
solo, que favorece o isolamento de actinomicetos esporulados em detrimento dos que
possuem somente hifas vegetativas. A adi¢do de carbonato de célcio (CaCOs) nas amostras
secas pode levar a um aumento de até¢ 100 vezes o nimero de colonias nas placas de

isolamento, em compara¢do com o controle ndo tratado. Tratamentos térmicos das amostras
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também podem influenciar na reducdo ou eliminacdo de outros microrganismos, sem
prejudicar o microrganismo alvo (Labeda & Shearer 1990). A utilizacdo da centrifugacao
diferencial e sedimentacdo, membrana de filtragdo e amostrador de esporos do ar (amostrador
de Andersen), também podem ser empregados para concentrar microrganismos desejaveis,

incluindo os actinomicetos (Korn-Wendisch & Kutzner 1992).

No isolamento de actinomicetos, geralmente sdo utilizadas temperaturas de incubagao
que variam de 25°C a 30°C por um periodo de 7 a 14 dias (Nolan & Cross 1988). Os
microrganismos sao geralmente obtidos pela técnica de diluigdo seriada e as amostras podem
ser diluidas em agua destilada ou salina esterilizadas, semeadas na superficie do meio s6lido
com o auxilio de al¢as de Drigalsky e, posteriormente, incubadas até o aparecimento das

colonias (Labeda & Shearer 1990).

Muitos meios contendo diferentes constituintes tém sido sugeridos para a estimacao da
diversidade bacteriana, que incluem meios seletivos para determinado grupo, bem como
meios complexos, ricos em polipeptideos, aminoacidos e vitaminas ou minerais (Vieira &
Nahas 2005). Alguns autores usam combinagdes de aminoacidos e carboidratos, com ou sem
a adi¢do de antibidticos (penicilina, 4cido nalidixico, novobiocina, estreptomicina), para inibir
o crescimento de microrganismos contaminantes e selecionar actinomicetos raros ou
incomuns, conhecidos por serem uma fonte promissora de metabdlitos antimicrobianos

(Duangmal et al. 2005).

Metodologias alternativas para a selegao de grupos especificos como os Actinoplanetes,
tidos como actinomicetos raros, também tém sido bastante utilizadas. Os Actinoplanetes
constituem-se membros da Ordem Actinomicetales, os quais estdo intimamemte relacionados
com o género Actinoplanes e apresentam os esporos dentro de vesiculas (esporangio) e
altamente resistentes a dessecagdo (Bland & Couch 1981). A imersdo do esporangio em agua,
geralmente, resulta na liberacdo dos esporos em aproximadamente uma hora a temperatura
ambiente (Higgins 1967) e esta caracteristica, associada ao fato de que os esporos destes
microrganismos possuem uma afinidade por algumas substincias quimicas levou ao

desenvolvimento do método quimiotatico (Palleroni 1980).

Muita atengao tem sido dispensada ao desenvolvimento de técnicas de isolamento para
estes actinomicetos ditos raros, em locais ainda ndo explorados (Nolan & Cross 1988), uma

vez que os mesmos podem constituir numa fonte em busca de novos compostos bioativos. No
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entanto, o numero ¢ a variedade de isolados depende da microbiota regional ou ambiental da

amostra de solo coletada (Ramsey 1984; MacDonald 1986 a e b; Takahashi et al. 1996).

O Quadro 1 traz de forma sucinta o inventario da biodiversidade mundial. Vale ressaltar
que apenas 12,0% do nimero estimado de bactérias que existem na Terra sdo conhecidas pelo
homem, o que nos mostra o quanto ainda deve ser pesquisado e descoberto sobre estes
procariotos (Bull et al. 1992). Tem se tornado claro que menos de 1,0% dos microrganismos
no ambiente sdo cultivados usando as técnicas de cultivo convencionais hoje disponiveis.
Desta forma, do ponto-de-vista da microbiologia aplicada, faz-se necessario o
desenvolvimento de metodologias que nos permitam isolar e cultivar estes microrganismos

ainda nao-cultivaveis, permitindo a exploragdo de novas capacidades (Hamaki et al. 2005).

Quadro 1 — Numeros conhecidos ¢ estimados de virus, bactérias e fungos.

Grupo Espécies Conhecidas | Total de Espécies % de Especies
Estimadas Conhecidas
Virus 5.000 130.000 4
Bactérias 4.750 40.000 12
Fungos 69.000 1.500.000 5

Adaptado de Bull et al. 1992

2.1.4. Sintese de metabodlitos secundarios

Os actinomicetos apresentam um enorme potencial de aplicacdo industrial, médica,
farmacéutica e agricola, devido a producdo de importantes metabodlitos secundérios que
constituem uma rica fonte de estruturas para o desenvolvimento de produtos como

antibidticos (eritromicinas, oxitetraciclinas, tetraciclinas, anfotericina B, nistatina),

antitumorais (aclacinomicina, bleomicina, dactinomicina, doxorrubicina, retamicina),

herbicidas (fosfinotricina), anti-parasitarios (avermectina, milbemicina), enzimas (celulase,
amilase, xilanase, quitinase), imunossupressores (FK-506, rapamicina, ascomicina) e
substancias promotoras do crescimento animal e vegetal (Connell 2001; Weber et al. 2003;

Oskay et al. 2004).
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O metabolismo primario estd relacionado a uma série de reacdes catalizadas por
enzimas, cujo produto final resulta principalmente em energia para as células, sendo
essencialmente o mesmo para todos os sistemas vivos. Como resultado de um sistema de
controle balanceado, os metaboélitos primarios raramente se acumulam, ao contrario dos
metabolitos secundarios, que freqiientemente se acumulam em quantidades substanciais e esta
peculiaridade ¢ fator chave de sua importancia comercial (Turner 1973; Martin & Demain

1980; Maplestone et al. 1992).

Os metabolitos secundarios, também conhecidos como ididlitos (produtos da idiofase),
sdo assim considerados por ndo serem necessarios ao crescimento vegetativo e reproducdo
celular. Diferente dos intermediarios e co-fatores que tém participacdo na produgdo de energia
e sintese das estruturas celulares, os metabdlitos secundérios sdao produzidos no final da curva
de crescimento da cultura e, por esse motivo, por muitos anos estas substancias nao receberam
a importancia que hoje possuem (Granozzi et al. 1990; Wilson & Bushell 1995). Os
organismos nao sao igualmente capazes de produzir tais metabolitos, esta habilidade ¢ restrita
a poucos grupos de bactérias e eucariotos. Estdo associados principalmente, dentro dos
procariotos aos actinomicetos filamentosos, mixobactérias, pseudomonas e cianobactérias, €

dentre os eucariotos, incluem-se os fungos filamentosos (Donadio et al. 2002a).

O processo de produgdo dos metabolitos secundarios, usualmente, esta associado com
uma fase de crescimento (trofofase) seguida pela fase de sintese de produtos (idiofase).
Geralmente esse fendmeno ¢ observado em meios ricos, capazes de manter um rapido
crescimento, onde os nutrientes, provavelmente, reprimam a sintese das enzimas utilizadas
para a producdo dos metabolitos secundarios na fase inicial do ciclo celular (Hopwood &
Merrick 1977; Leitao et al. 1997). Entretanto, em meios quimicamente definidos, que impdem
um crescimento lento, a idiofase sobrepde a trofofase, inibindo o ciclo, talvez devido a fatores
limitantes do proprio meio de cultivo. Isso demonstra que os nutrientes podem reprimir ou
favorecer a sintese de producdo de metabolitos secundarios durante o crescimento (Demain

1992; Piret & Demain 1988).

Segundo Demain & Fang (2000) os metabolitos secundarios podem funcionar como: (i)
inibidores, com agdo frente a bactérias, fungos, vegetais, insetos ou animais; (ii) agentes
transportadores de metais; (iii) agentes de simbiose entre microrganismo e planta, nematoide,
inseto ou animal; (iv) hormonios sexuais; e (v) efetores de diferenciagdo. Embora os

metabolitos secundarios ndo sejam obrigatoriamente necessarios para a esporulagao, alguns
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estimulam a formacdo de esporos e inibem ou estimulam a germinagdo, dependendo das

condi¢des ambientais.

A maioria das caracteristicas fenotipicas relacionadas a diferenciacdo e metabolismo
secundario, tais como a formagdo de micélio aéreo, pigmentagdo, esporulagdo, resisténcia a
agentes genotodxicos e resisténcia e/ou producdo de antibidticos sdo geneticamente instaveis.
A instabilidade genética ¢ uma caracteristica bastante comum dentre os actinomicetos,
podendo a freqiiéncia de mutagio chegar a pelo menos 10° no género Streptomyces (Volff et
al. 1993; Leblond & Decaris 1994). Este fendomeno esta relacionado a rearranjos do DNA em
larga escala, principalmente a grandes delecdes e amplificacdes em uma regido limitada do

genoma (Young & Cullum 1987; Leblond et al. 1993).

Os produtos do metabolismo secundério apresentam ampla diversidade de estruturas
quimicas e mecanismos de acdo (Davis 1992) e as vias metabolicas para a sua produgdo sao
longas, complexas, energeticamente dispendiosas e aparentemente derivadas das vias do
metabolismo primadrio, ou seja, das rotas biossintéticas dos componentes celulares, como por
exemplo, a formagdo de aminodacidos, acidos graxos, carboidratos, proteinas, ou ainda de
varias destas vias, formando classes complexas de metabdlitos secundarios, como pode ser

observado na Figura 4 (Vining 1992a e b; Williams & Maplestone 1992).

Entre os produtos do metabolismo secundério destacam-se as enzimas € 0s compostos
policetideos, que sdo a mais relevante classe de produtos naturais (Hutchinson & Fujii 1995).
Os actinomicetos produzem centenas de compostos policetideos, incluindo uma grande
diversidade de antibidticos, compostos parasiticidas, imunomoduladores e agentes
antitumorais, cujas vendas superam 15 bilhdoes de dodlares por ano (Hopwood & Sherman

1990; Weber 2003).

Os mecanismos de regulagao da biossintese de produtos do metabolismo secundario sao
extremamente complexos e ainda pouco elucidados. Sabe-se que existe um controle genético
que inclui genes pleiotropicos envolvidos tanto na regulacdo do metabolismo secundario
como no processo de esporulacdo (Bibb 1996; Ueda et al. 1996). Os genes que codificam as
enzimas envolvidas na sintese destes metabdlitos sdo, na maioria das vezes, de origem
cromossomal, mas em alguns casos podem ser plasmidiais (Kinashi & Shimaji-Murayama
1991). Independente de serem cromossomais ou plasmidiais, os genes estdo organizados em
grupos (clusters) complexos, que incluem genes codificadores para os mecanismos de

regulacdo, biossintese e de resisténcia (Chater 1992). Os fatores que regulam a expressao
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destes genes sdo fortemente controlados por nutrientes € outros componentes presentes no

meio de cultura, incluindo sais, minerais, metais, indutores, produtos metabolicos, pH,

temperatura e aeragdo (James & Edwards 1989; Hobbs et al. 1990, Demain 1992; Bystrykh et

al. 1996).
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Figura 4 - Relagdo entre precursores do metabolismo primario ¢ a producdo de
antibidticos. Os nimeros em itdlico indicam as enzimas catalizando cada passo glicolitico: 1
— hexoquinase; 2 — glicose-6-fosfato isomerase; 3 — fosfofrutoquinase; 4 — frutose-1,6-
difosfato aldolase; 5 — triosefosfato isomerase; 6 — gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; 7 —
fosfoglicerato quinase; 8 — fosfoglicerato mutase; 9 — enolase; 10 — piruvato quinase. Setas
solidas representam reacdes do metabolismo primario. Setas pontilhadas representam as vias
para produgdo de varios grupos de metabolitos secundarios (Fonte: Malik 1980)



25

Vérios minerais, quando adicionados ao meio de cultura, também influenciam no
crescimento e na produgdo de metabdlitos secundarios pelos actinomicetos. Jung et al. (2002)
investigaram o efeito de minerais na produ¢ao de vancomicina por Amycolaptosis orientalis.
Os autores verificaram que o Co*", Cr*" e Zn?" reduziam a producdo da substancia bioativa,
enquanto que Ca’" e Cu’” apresentavam efeito sinérgico quando suplementados ao meio de
cultura, infuenciando na atuacao das enzimas envolvidas na sintese do antibiotico, resultando
em um aumento da produgdo. Diferentes condi¢des de incubagdo, diferentes valores de pH,
assim como diferentes concentragdes de sais também tém sido efetivamente usados para
melhorar a seletividade e producdo de metabolitos secundarios (Labeda & Shearer 1990;

Ywai & Omura 1992; Basilio et al. 2003).

2.1.4.1. Antitumorais

O corpo humano ¢ todo formado por células que se organizam em tecidos e 6rgdos. As
células normais se dividem, amadurecem e morrem, renovando-se a cada ciclo. O cancer
desenvolve-se quando células anormais deixam de seguir esse processo natural, sofrendo
mutacdo que pode provocar danos em um ou mais genes de uma unica célula. Os genes sao
segmentos do DNA, que controlam as fun¢des normais das células. Quando danificada, a
célula se divide descontroladamente e produz novas células anormais. Se falham os sistemas
de reparo e imunoldgico na tarefa de destruir e limitar essas células anormais, as novas vao se
tornando cada vez mais anormais, eventualmente produzindo células cancerosas (INCA

2006).

Alguns habitos tém estreita correlagdo com o aparecimento da doenga: o fumo, a vida
sedentaria, a dieta rica em alimentos gordurosos ou pobres em vegetais e frutas que,
associados a fatores genéticos, podem levar ao desenvolvimento do cancer. Além disso, virus
como o da hepatite B (HBV) e o virus do papiloma humano (HPV) também estdo ligados ao
aparecimento desta doenca. Alguns tipos de cancer, quando detectados em estagio inicial,
podem ter cura, porém, para um bom progndstico ¢ necessario um diagnostico precoce € um

tratamento adequado (Jurbeg et al. 2006).

O cancer ¢ proporcionalmente importante na taxa de mortalidade global, porém, sua

importancia ndo tem sido avaliada em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, e isso
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se deve ao seu relativo menor significado em termos de anos potenciais de vida perdidos,
quando comparado com a mortalidade por doencas infecciosas e perinatais. Uma opinido
grandemente equivocada no que se refere ao cancer como causa de morte no Brasil, ¢
considerar a sua incidéncia baixa em comparacdo com as doengas infecciosas (Kowalski &

Franco 1991).

A pesquisa pela busca de substincias antineoplésicas se justifica pelo fato de que o
cancer ¢ responsavel por mais de 12,0% de todas as causas de 6bito no mundo: mais de sete
milhdes de pessoas morrem anualmente da doenga. Como a esperanca de vida no planeta tem
melhorado gradativamente, a incidéncia de cancer, estimada em 2002 em 11 milhdes de casos
novos, alcangard mais de 15 milhdes em 2020. Esta previsdo, feita em 2005, ¢ da IUCC -

International Union Against Cancer (Koifman & Koifman 2003; INCA 2006).

No Brasil o cancer constitui a segunda causa de morte por doenca. Em 1994, os
neoplasmas foram responsaveis por 10,86% dos 887.594 obitos registrados. Somente na
Regido Nordeste, as neoplasias representam a terceira causa de morte por doenca,
respondendo por 6,34% dos Obitos. Nas demais regides, os neoplasmas seguem as doencas
cardio-vasculares, como causa de morte, sua proporcionalidade aumenta a medida que se
desloca para a regido Sul: 7,83% (Regido Norte), 9,89% (Regido Centro-Oeste), 11,93%
(Regido Sudeste) e 15,19% (Regido Sul) (Moraes 1997).

Desde 1963 a busca por metabodlitos secundarios produzidos por actinomicetos
direcionou-se para as linhagens capazes de sintetizar antibidticos com potencial antitumoral
ou citotoxico (Furlan 2002). A demanda por novas drogas antitumorais aumentou nessa época
devido a trés razoes. A primeira delas foi a deteccdo de um tipo de resisténcia cruzada
apresentada por linhagens celulares, entre quimioterdpicos diversos. Este fenomeno estava
relacionado a diminui¢do da concentragdo intracelular do quimioterapico e também a presenca
de uma glicoproteina, denominada P-170, pertencente a super familia das proteinas ABC
(ATP-binding protein), ligadas a membrana plasmatica, servindo como uma bomba para o
transporte das drogas para fora das células tumorais (Hortobagyi 1997; Strohl et al. 1997).
Uma segunda razao foi devido a alta toxicidade e aos efeitos colaterais usualmente associados
as drogas utilizadas na quimioterapia para cancer. A terceira foi a limitacdo dos métodos
tradicionalmente usados na quimioterapia, o que fez com que ocorresse uma maior demanda

por novas drogas com maior eficécia terapéutica (Salas & Mendes 1998).
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Antibidticos com atividade antitumoral ou citotdxica tém sido descobertos através do
ensaio de filtrados de culturas na inibi¢do de crescimento de tumores in vivo ou de células
tumorais in vitro. A maioria dessas substincias foi encontrada por inibir a sintese de
macromoléculas ou algumas fun¢des da membrana celular. Por outro lado, alguns produtos
microbianos tém sido descobertos pela selecao de inibi¢ao de certas enzimas especificas como
transcriptase reversa, glioxalase, adenosina deaminase e os inibidores de tirosina proteina

quinase (Umezawa 1988).

Os antibidticos antitumorais em uso clinico sdo naturais da cultura de varias espécies de
actinomicetos. Estes antibioticos produzem efeitos tumoricidas e antimicrobianos pela
inibi¢do direta da sintese do DNA e/ou RNA atuando como agente intercalante, como a
actinomicina D e antraciclinas ou como agentes de ligagdes cruzadas, como a mitomicina C,
causando a ruptura da fita do DNA como bleomicina e estreptonigrina, ou interagindo com o
DNA em uma forma ndo intercalativa como mitramicina, cromomicina € olivomicina. O
potente efeito citotoxico de algumas destas drogas ndo permite o seu uso terapéutico como
antibacterianos. Possuem uma variedade de efeitos em fases diferentes do ciclo celular e
cineticamente se comportam como agentes fase ndo-especifico (Salas & Mendez 1998;

Schwartsmann et al. 1991).

Entre os antibidticos sintetizados por Streptomyces, destacam-se as antraciclinas que
pertencem a classe dos anibioticos com atividades antitumorais muito utilizadas em
tratamentos quimioterapicos antineoplasicos. Estas moléculas apresentam diferentes modos de
acdo, destacando-se intercalacdo no DNA, promovendo a inibicdo de macromoléculas;
formagdo de DNA cross-linking; formagdo de radicais livres; efeitos diretos na membrana;

danos no DNA via inibiagdo de topoisomerase Il e inducdo de apoptose (Furlan 2002).

E importante mencionar que a quimioterapia antineoplasica ¢ um dos métodos de
tratamento mais empregados, podendo ser utilizada a monoquimioterapia ou
poliquimioterapia. O tratamento quimioterapico pode ser classificado em: a) curativo — com o
objetivo de controlar o crescimento do tumor; b) adjuvante — tentar diminuir a incidéncia de
metastases; ¢) neoadjuvante ou prévia — com o intuito de obter reducdo parcial do tumor para
complementacdo cirtrgica e/ou radioterpia; e d) paliativa — aplicada para melhorar a
qualidade de vida do paciente (Furlan 2002). Para tanto, a utilizacdo adequada de drogas
antineopldsicas em seres humanos requer uma avaliacdo criteriosa das doses a serem
administradas, vias de administracdo, efeitos colaterais de alto risco, mecanismos de

eliminagdo, ajustes de doses em casos de disfungdes de orgdos e interagdes com outras



28

drogas. E deste conhecimento que podem advir tentativas de modulagdes bioquimicas ou
farmacologicas, objetivando ganhos quanto a atividade antitumoral e/ou reducdes de seus

efeitos colaterais indesejaveis (Schwartsmann et al. 1991).

A literatura revela que entre 1984 e 1995 mais de 60,0% das drogas antitumorais e
antibioticas aprovadas eram de origem natural, e das 87 drogas antineoplasicas aprovadas
neste periodo 62,0% apresentavam origem microbiana ou eram derivadas de produtos
originados de microrganismos (Richardson & Ireland 2004), portanto sdo claros os imensos
beneficios proporcionados pelos microrganismos, com destaque para os actinomicetos,
especialmente pelo fato de que menos de 20,0% do reino procarioto ¢ conhecido, e ainda
existe todo um mundo de possibilidades para ser explorado, com a possibilidade de gerar

melhorias na qualidade de vida da populagao (Cooper 2004).

2.1.4.2. Antibidticos

Os antibidticos sdao os mais importantes metabolitos secundarios produzidos pelos
actinomicetos e atualmente somam mais de 5.000 produtos, contribuindo com mais de 70,0%
do total de drogas no mercado (Sanglier et al. 1993a e b; Demain 2002; Takahashi & Omura
2003). Por mais de um século, pesquisadores t€m tido interesse na descoberta, isolamento e
caracterizagdo de metabolitos produzidos por microrganismos e a cada ano novas substancias
continuam sendo descobertas em todo o mundo (Vining 1990), sendo que o mercado mundial
de antimicrobianos supera 25 bilhdes de ddlares por ano, e os produtos de origem natural tém
contribuido largamente para o desenvolvimento de antibioticos ao longo da historia da

medicina (Harvey 2000; Coates et al. 2002).

Tem sido sugerido que a producdo de antibidticos estd ligada as fungdes de
sobrevivéncia dos microrganismos que os produzem. Alguns pesquisadores afirmam que estes
metabolitos secundarios agem implementando a sobrevivéncia dos microrganismos
produtores quando estes competem com outras espécies no ambiente, agindo via receptores
especificos nos organismos competidores. Outros apoiam o conceito de que o0s
microrganismos desenvolvem a capacidade de produzir antibidticos devido as vantagens
seletivas que obtém como resultado das funcdes destes compostos (Demain 1995). O

mecanismo de resisténcia dos produtores de antibidticos aos seus proprios metabolitos sido
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bem conhecidos e entre ¢les estao a detoxificagdo enzimatica do antibiotico, alteragdao no alvo
normal do antibidtico na célula e modificagdo da permeabilidade a droga, aumentando a sua
saida e dificultando a sua reentrada na célula (Malik 1982; Demain & Fang 1995; Mendes &
Salas 2001; Serina 2004).

A historia dos antibidticos nos remete ao ano de 1928 em que Alexander Fleming
observou em placa de Petri a inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus por uma
cultura contaminante de Penicillium notatum, cuja molécula bioativa foi isolada mais tarde
recebendo a denominacdo de penicilina € o seu uso clinico foi iniciado em 1940, dando
origem a mais variada e mais utilizada classe de antibioticos: os [-lactamicos (Hare 1983;
Heatley 1984; Waenwright 1987; Coates et al. 2002). A reacao inibitdria entre as colonias em
meio solido recebeu a denominacao de antibiose e a partir desta palavra, Waksman em 1942
definiu o termo antibidtico como uma substancia produzida por um organismo Vivo,
antagonista ao desenvolvimento ou a vida de outro organismo (Sakula 1991; Chambers 2003;

Finch et al. 2003).

Durante um periodo relativamente curto, compreendido entre o final da década de 1940
e inicio dos anos 50, ocorreu o esplendor da pesquisa do papel dos antibidticos na natureza,
tendo destaque a ecologia do solo e a vida dos microrganismos que o compdem. Em
decorréncia dessas pesquisas constatou-se que varios microrganismos, incluindo os
actinomicetos, apresentavam grande atividade antimicrobiana e prote¢do em situagdes
competitivas pela eliminagdo de outros microrganismos do solo (Gottlieb 1976). Mais de
1.000 espécies de Streptomyces foram descritas no periodo compreendido entre 1.940 e 1.957,
tendo aumentado para cerca de 3.000 em 1.970, apesar da imensa maioria estar apenas citada

na literatura de patentes (Pridham et al. 1958; Trejo 1970).

O primeiro antibiotico produzido por actinomicetos isolados a partir do solo foi a
actinomicina, obtida de Streptomyces antibioticus, que apresentava potente atividade
antibacteriana, entretanto elevada toxicidade, o que inviabilizou o seu uso na terapéutica. A
procura por antibioticos com efeitos menos toxicos para as células humanas, levou Waksman,
em 1.944, a isolar a estreptomicina de uma cepa de Streptomyces griseus, que causou grande
impacto por ndo ser toxica e por apresentar grande eficiéncia no tratamento da tuberculose, e
por isso, receber o Prémio Nobel de Medicina em 1952. Durante sua vida, Waksman isolou a
neomicina além de outros 16 antibioticos, grande parte deles sem uso clinico, devido a sua

alta toxidade (Perkins 1965; Bryder 2002).
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O método de investigacdo utilizado por Waksman, na descoberta da estreptomicina,
dominou a pesquisa dos antibioticos por décadas. A descoberta da producao de antibidticos a
partir de actinomicetos promoveu um intenso estudo destes microrganismos na comunidade
cientifica e industrial. Conscientes de que eram fontes promissoras, comercialmente viaveis e
altamente lucrativos, varios pesquisadores se sentiram estimulados a desenvolver novos
métodos de isolamento e cultivo, sempre visando a descoberta de novos compostos
(Chambers 2003; Finch et al. 2003). O género Streptomyces, entre os actinomicetos lidera
como o maior produtor de compostos antibioticos e moléculas farmacologicamente ativas, e a
diversidade das moléculas produzidas por estes microrganismos ¢ bastante superior (Quadro

2) em comparagdo aos outros géneros do grupo (Okami & Hotta 1988).

Quadro 2 — Antibidticos produzidos por actinomicetos.

Grupos de antibioticos
Géneros
AG ML AM BL PT GP AC TC NC PL QN
Streptomyces + + + + + + + + + + +
Actinomadura - — — — - — + _ _ + _
Actinoplanes - — — — + + - — + + o+
Actinosynnema - - — + — - - _ - _ _
Ampullariella — - - - — - + — + _ _
Dactylosporangium + - — - _ _ _ _ + T _
Kibdelosporangium o
Micromonospora + + + — + — + — + _ +
Nocardia + 4+ 4+ 4+ - 4+ -+ o+ +
Nocardiopsis + - — — - - — - _ _ _
Pseudonocardia - - - - — + - _ - — _
Saccharomonospora e
Saccharopolyspora + - — - - — — - _ _ _
Streptosporangium e

AG = aminoglicosideos; ML = macrolideos; AM =ansamicina; BL = [-lactdmicos; PT = peptideos; GP =
glicopeptideos; AC= antraciclinas; TC = tetraciclinas; NC = nucleosideos; PL = polienos; QN = quinolonas
(Fonte: Okami & Hotta 1988).
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Os produtos de origem natural tém um papel altamente significativo na descoberta e
processo de desenvolvimento de novas drogas. Isto ¢ particularmente evidente na area
médica, considerando-se especialmente o tratamento para o cancer e doencas infecciosas,
onde mais de 60,0 e 75,0% das drogas utilizadas, respectivamente, mostram-se origindrias de
produtos naturais (Newman et al. 2003). Em 2.001, aproximadamente 80 novos compostos
derivados de produtos naturais se encontravam em diferentes estagios de triagem clinica ou
desenvolvimento (Harvey 2002). Watve et al. (2001) estimaram, a partir de modelos
matematicos, que somente 3,0% dos metabodlitos secundarios produzidos pelo género
Streptomyces foram estudados até o momento, o que nos leva a uma vasta quantidade de

possiveis novas drogas para serem descobertas e introduzidas para uso terapéutico.

Até 1980 a maioria dos conhecimentos sobre antibioticos, mecanismos de acdo e
receptores eram encontrados em poucas enciclopédias e figuras esquematicas. Entretanto,
com a recente explosdo do conhecimento bioldgico e quimico ja € possivel encontrar tais
dados na forma de imagens, estruturas quimicas, modelos, alvos e seqiiéncias em bancos de

dados eletronicamente disponiveis (Wishart et al. 2006).

A utilizacdo dos antibidticos na terapéutica revolucionou de inicio, a abordagem das
infeccdes e seu sucesso gerou grande otimismo em relagdo a prevengdo e ao tratamento dos
processos infecciosos. Sem duvida, na historia da medicina, poucas descobertas tiveram um
impacto tao profundo na vida humana e na sociedade quanto a descoberta dos antibidticos. A
partir da segunda metade do século passado, comegou-se a utilizar clinicamente um grande
nimero de substancias antimicrobianas no combate as infec¢des. Entretanto, o uso exagerado
e nem sempre criterioso ou racional dos antibidticos rapidamente gerou dificuldades, pois
apesar do empenho na pesquisa de novos antimicrobianos assim como o melhoramento dos ja
existentes, a resisténcia antimicrobiana tem emergido como um sério problema no mundo

todo (Montelli & Sadatsune 2001; Lowy 2003).

Os antibioticos utilizados no cenario clinico atual (Quadro 3), ttm como alvo um
pequeno numero de fungdes metabolicas celulares vitais como a parede celular, DNA, RNA e
sintese de proteinas. Exemplos de resisténcia a estes antibidticos sdo amplamente distribuidas
e bem documentadas. Desta forma, ha poucas duvidas de que novos antibidticos sao
necessarios para combater o crescente problema da resisténcia bacteriana e a busca por novos
alvos representa um importante papel na descoberta de novos antibidticos (Caporale 1995;

Moir et al. 1999).
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Quadro 3 — Alvos dos antibioticos na célula bacteriana.

Alvo Classe de Antibidticos
Sintese de proteinas
Subunidade ribossomal 30S............cccceviriiniinennenn Aminoglicosideos, tetraciclinas
Subunidade ribossomal 50S..........ccccccoevvviiivivieennennn. Macrolideos, cloranfenicol
tRNA™ SINEELASE. ... Mupirocina
Fator G de elongacao.........ccceeeeuveeevieencnieeciie e, Acido fusidico

Sintese de Acidos Nucleicos

Subunidade A da DNA girase; Topoisomerase [V.... | Quinolonas

Subunidade B da DNA girase........c..cccccvveevuervenennnene Novobiocina
Subunidade B da RNA polimerase.............c.cccuvennennn. Rifampicina
DINA . e Metronidazol

Sintese de peptidioglicano (Parede Celular)
Transpeptidases........ccueerveeerveeeiieeeiieeeieeeeieeeevee e B-lactamicos

Substrato D-ALA-D-ALA ligase.......ccccceevverveennennne. Glicopeptideos

Antimetabdlitos

Dihidrofolato redutase............ccoceveeveieencieeniieeniiens Trimetoprim
Sintese de dihidropteroato............ccceeveeveenverieennnnns Sulfonamidas
Sintese de 4cid0S ZraxoS........cevverveneeeervenerieneennens Isoniazida

Fonte: Moir et al. 1999

2.2. Estafilococos

Estafilococos sdo bactérias em forma esférica (cocos), gram-positivas, com 0,5 a 1,5um
de didmetro, iméveis, ndo formadoras de esporos, ndo capsuladas em sua maioria, produtoras
de catalase, anaerdbias facultativas, porém desenvolvem melhor em atmosfera aerobia,
podendo apresentar-se isoladas, aos pares, em pequenas cadeias (trés a quatro células) e em
agrupamentos irregulares. Sa3o microrganismos que se multiplicam dentro de uma ampla faixa

de temperatura (7 a 45°C, sendo a faixa 6tima entre 30 e 37°C), pH (4,2 a 9,3 sendo 6tima a
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faixa de 7,0 a 7,5), alta concentracdo de sal (15,0% de NaCl) e pouca umidade (Gould &
Chamberlaine 1995; Kloss 1997; Kloss & Bannerman 1999; Le Loir et al. 2003).

Alexandre Ogston em 1883 utilizou a denominagdo Staphylococcus (do grego stafilé =
cacho de uvas), para denominar um grupo da familia Micrococcaceae que causava inflamagao
e supuracdo. Em 1884 Rosembach usou o termo taxonomicamente e realizou a primeira
descri¢cao do género, que ¢ composto por 40 espécies e 24 subespécies, das quais 17 estdo
presentes na pele e mucosas humanas, podendo ser isolados da boca, sangue, glandulas
mamarias, trato intestinal, genitourindrio e respiratorio superior (Kloss & Bannerman 1999;
Cohen 1986; Euzéby 1997; Archer 1998; Vanderlinde et al. 1999; Wijaya et al. 2006). As
espécies mais comumente associadas a infec¢des humanas e animais incluem S. aureus, S.
epidermidis, S. saprophyticus, S. intermedius, S. hyicus, S. haemolyticus, S. lugdunensis e S.
schleiferi (Kloss & Bannerman 1999).

Tradicionalmente, os estafilococos sdo divididos em duas categorias: coagulase positiva
e coagulase negativa. Essa divisdo ¢ baseada na capacidade de coagular o plasma, por reagao
direta com o fibrinogénio. Esta reacdo produz fibrina, que recobre as células bacterianas,
permitindo sua rapida aglutinagdo e resisténcia aos processos de opsonizagdo e fagocitose, o
que ¢ uma propriedade considerada, hd longo tempo, como importante marcador de

patogenicidade para tais microrganismos (Kloss 1997).

S. aureus ¢ a espécie representativa dos estafilococos coagulase-positiva. Clinicamente
¢ o mais importante dos estafilococos (Gould & Chamberlaine 1995; Marangoni 1996; Lowy
1998). A capacidade do S. aureus em colonizar e produzir infecgdes envolve fatores ligados
ao hospedeiro e de viruléncia bacteriana, mediados por toxinas, invasividade e resisténcia a
antibioticos, de origem cromossdmica ou plasmidial (Arbuthnott et al. 1990; Bannerman
2003; Le Loir et al. 2003). Dentre os fatores de viruléncia extracelulares estdo toxinas que
lesam a membrana citoplasmética (a-toxina, [-toxina, d-toxina e leucocidina), toxinas
epidermoliticas, toxina da sindrome do choque téxico 1 (TSST-1), enterotoxinas, exotoxina
pirogé€nica e exoenzimas como a coagulase, estafiloquinase, proteases, lipase, fosfolipase,
DNase, hialuronidase e fosfatase que estdo relacionadas ao arsenal patogénico do
microrganismo (Arbuthnott et al. 1990; Dinges et al. 2000; Csukas et al. 2001; Shittu & Lin
2006).

A maioria dos S. aureus atua como patdgeno oportunista, que pode colonizar um

individuo, sem a presenca de sintomas, por periodos curtos ou longos, causando doenca



34

quando ha algum comprometimento do sistema imunoldgico. Nenhum outro patéogeno
humano possui tanta versatilidade de estratégias de patogenicidade, fatores de viruléncia e
capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo em uma diversidade de ambientes (Oliveira et al.
2002; Styers et al. 2006). Por essa extrema capacidade de disseminacdo ¢ que a identificacao
dos portadores saudaveis adquire relevada importancia. Comprovadamente os portadores
nasais de S. aureus assumem papel importante na patogénese e epidemiologia da infecg¢ao por
representarem fator de risco e fonte potencial de disseminagdo, tanto nosocomial como

comunitaria (Kluytmans et al. 1997).

S. aureus pode causar processos infecciosos variando de infec¢des cutdneas, doencas
toxigénicas e infeccdes sistémicas potencialmente fatais. Dentre as infec¢des agudas,
destacam-se aquelas localizadas na pele ¢ em tecidos moles (furtinculos, abscessos,
foliculites, piodermites e impetigo), além de pneumonias graves, meningites, osteomielites,
bacteremias, infec¢des cirtrgicas, artrite, endocardite e septicemia. Ainda, tem sido causa
freqiiente de impetigo em criangas (Miyake et al. 1991; Lowy 1998; Jarraud et al. 2002). Em
relacdo as sindromes causadas por toxinas, destacam-se a da pele escaldada, do choque téxico

e intoxicagdes alimentares (Le Loir et al. 2003; Dauwalder et al. 2006).

Cinco estagios podem ser observados na patogénese das infec¢des causadas por S.
aureus: (1) colonizagdo, (2) infec¢dao local, (3) disseminacdo sistémica e/ou sepse, (4)
infeccdo secundaria, e (5) toxinose (Archer 1998). A gravidade das enfermidades dependera
da viruléncia da cepa, do indculo e do sistema imunologico do hospedeiro. A manifestagao
clinica resulta da atividade direta das toxinas ou proliferagdo no organismo com formacao de
abscesso e destrui¢do tecidual pela sua habilidade em aderir aos tecidos epiteliais, invadir o
sistema vascular e se espalhar nos tecidos moles (Murray et al. 1999; Santos 2000). O imenso
repertorio genético dessa bactéria, para adaptacdo a mudangas em ambientes hostis, foi
demonstrado pelo surgimento de cepas que manifestaram mecanismos de resisténcia aos

antimicrobianos ao longo da introdugdo das drogas na pratica clinica (Oliveira et al. 2002).

2.2.1. Resisténcia a antimicrobianos

O conhecimento do fendmeno da resisténcia a agentes quimicos entre oS

microrganismos data do inicio da era antimicrobiana, com a introducdo das primeiras
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substancias quimicas com finalidade quimioterdpica especifica. O inicio do uso clinico dos
antimicrobianos, nas décadas de 1940 e 1950, trouxe para todo o mundo a equivocada ilusdao
de que os antibidticos seriam substancias capazes de controlar todas as doengas infecciosas
até entdo responsaveis por milhares de mortes (Moreillon 1995; Tavares 2000; Coates 2002).
Pacientes bacterémicos por S. aureus apresentavam uma mortalidade que excedia 80,0%, na
era pré-antibidtica, com 70,0% destes pacientes desenvolvendo infec¢des disseminadas, com

pequenas chances de sobrevivéncia (Skinner & Keefer 1941).

Devido a freqiiéncia de infec¢des causadas por S. aureus, muitos antibidticos foram
introduzidos para uso terapéutico nas ultimas décadas. Os principais grupos destes
antibioticos sdo, entre outros, as penicilinas, cefalosporinas, macrolideos e carbapenemas.
Entretanto, cepas resistentes a penicilina, estreptomicina, eritromicina e tetraciclina tém
emergido. A partir de 1960, a meticilina e a oxacilina tém sido usadas no controle das
infeccdes estafilocdcicas, porém a freqliéncia de S. aureus apresentando resisténcia a essas

drogas tem aumentado em vdrias regides do mundo (Tsen et al. 1998).

Tao répido quanto a introdugdo das drogas na pratica médica foi a comprovagao de
microrganismos apresentando resisténcia a elas. No geral, a resisténcia para a maioria das
classes de antibidticos ou agentes antibacterianos tipicamente tem sido identificada em um
periodo de até quatro anos apds a aprovagdo do agente pelo FDA (Food and Drug
Administration). O Quadro 4 mostra que, em muitos casos, algumas bactérias apresentavam
uma resisténcia intrinseca que ja havia sido relatada antes mesmo da aprovacao da droga para
uso clinico. Uma exce¢do foi observada quanto a vancomicina, uma droga glicopeptidica
introduzida clinicamente em 1972 e restritamente utilizada no ambito hospitalar, como ultima
opg¢ao terapéutica para o tratamento de pacientes com estafilococos resistentes a meticilina,
até a emergéncia, em 1987, de cepas denominadas VISA (vancomycin intermediate S. aureus)

apresentando resisténcia intermediaria a esta droga (Srinivasan et al. 2002; Bush 2004a e b).

A crescente evolucdo da resisténcia antimicrobiana provém de um cendrio multifatorial
que inclui a utilizacdo excessiva e/ou inadequada dos antibidticos no ambiente hospitalar, na
comunidade, nas industrias alimenticias e veterinarias, bem como a relativa facilidade com
que os microrganismos resistentes ultrapassam as barreiras geograficas (Tavares 2000; Hosein

et al. 2002; Sefton 2002).
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Quadro 4 — Data de aprovagdo de agentes antimicrobianos, detec¢do de resisténcia
microbiana e mecanismos envolvidos.

Agente Aprovagao Re_latAo d_e Mecanismo de Resisténcia
pelo FDA  resisténcia
Penicilina G 1943 1940 Produgao de penicilinase
Estreptomicina 1947 1947 Mutacgdo na proteina ribossomal 12S
Tetraciclina 1952 1952 Bomba de efluxo
Meticilina 1960 1961 Gene mecA - alteragdo da PBP2'
Acido nalidixico 1964 1966 Mutacdo na topoisomerase
Gentamicina 1967 1969 Enzima modificadora do aminoglicosideo
Vancomicina 1972 1987 Gene vanA — alteragdo no terminal D-
alanil-D-alanina
Cefotaxima 1981 1981 AmpC B-lactamase
1983 ESBL’

Linezolida 2000 1999 Mutacdo na proteina ribossomal 23S

""Penicillins Binding Protein; > B-lactamase de expectro estendido (Fonte: Bush 2004a ¢ b)

O aumento na freqiiéncia de linhagens com elevada resisténcia aos antimicrobianos foi,
e provavelmente continuard a ser, um dos grandes problemas da medicina, porque ¢ causado
pelo que hé de mais natural e essencial para a origem e evolugdo, ndo s6 das bactérias, mas de
todos os seres vivos: “mutacgdo espontanea e recombinacao de genes”, que criam variabilidade
genética sobre a qual atua a selecdo natural, dando vantagens aos mais aptos. Os
antimicrobianos atuam como agentes seletivos, favorecendo as bactérias resistentes presentes

em uma populagdo (Souza 1998; Crisostomo et al. 2001).

A resisténcia bacteriana pode ser advinda de uma variedade de mecanismos: (i) a
presen¢a de uma enzima que inativa o agente antimicrobiano; (ii) a producdo de uma enzima
modificada, sem prejuizo da funcdo, para substituir a enzima que ¢ inibida pela droga; (iii) a
mutagdo no gene que codifica o alvo para determinado agente antimicrobiano, com redugao
da afinidade pela droga; (iv) alteracao postrancricional do alvo; (v) redu¢do na absor¢ao do
antimicrobiano; (vi) bomba de efluxo para eliminacdo da droga; e (vii) superproducdo do

alvo. Além disso, a resisténcia pode ser causada por mecanismos ainda ndo esclarecidos,
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como acontece com alguns genes que nao sao expressos in Vvitro, mas somente in vivo (Fluit

etal. 2001).

Os mecanismos de aquisicdo de resisténcia em S. aureus sdo classificados em duas
categorias: mutagdo de gene cromossdmico bacteriano e aquisicao de gene de resisténcia de
outros microrganismos por troca genética (conjugagdo, transducdo ou transformag¢do). No
caso de resisténcia adquirida, genes exogenos de resisténcia a antimicrobianos sao
encontrados em elementos genéticos moveis como plasmideos, seqiiéncias de inser¢ado ¢ ilhas

gendmicas (Lyon & Skurray 1987; Ito et al. 2003).

S. aureus ¢ o patégeno de maior preocupacdo devido a viruléncia intrinseca,
diversidade de infec¢des potencialmente fatais e capacidade de adaptagdo as diferentes
condigdes ambientais. Os primeiros relatos de estafilococos resistentes surgiram apds a
introdu¢do de penicilina como antibioticoterapia, no ano de 1940 (Rammelkamp & Maxon
1942). Essas bactérias caracterizavam-se pela produgdo de enzimas [-lactamases que
quebram o anel B-lactamico desta substancia, inativando-a. Entretanto, mesmo apds o
desenvolvimento de antibidticos semi-sintéticos resistentes as -lactamases, como meticilina
e oxacilina, estes microrganismos continuaram apresentando resisténcia crescente aos
antimicrobianos disponiveis. Sdo reconhecidos como MRSA - methicillin-resistant

Staphylococcus aureus (Chambers 1997).

2.2.2. Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA)

O advento da antibioticoterapia trouxe o fenomeno da resisténcia, S. aureus resistentes
a meticilina apresentam uma viruléncia intrinseca, ampla capacidade de disseminacdo e
multirresisténcia, sendo considerados problemas mundiais de saude publica, tanto no ambito

hospitalar quanto no comunitario (Bukharie et al. 2001; Chambers 2001; Debbia et al. 2001).

A meticilina (2-6 dimetoxifenilpenicilina) foi introduzida na pratica médica em 1960
como a primeira penicilina semi-sintética produzida que ndo era hidrolizada pelas (-
lactamases estafilocdcicas, sendo utilizada no tratamento de infecgdes causadas por S. aureus
resistentes a penicilina. Posteriormente, outros compostos resistentes a acao das -lactamases
foram desenvolvidos, como a oxacilina e nafcilina. Todavia, esta descoberta nao solucionou

o problema, pois logo apds sua introducao foi relatado o primeiro caso de S. aureus resistente
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a meticilina em 1961, em paciente de um hospital britdnico (Jevons 1961; Fluit et al. 2001;
Hisata 2005). Seguindo este relato, taxas crescentes de infecgdes ou surtos relacionados a
clones de MRSA foram descritos na Europa, Japdo, Austradlia e EUA (Barret et al. 1968;
Jessen et al. 1969; Enright et al. 2002).

As proteinas ligadoras de penicilina - PBP (penicillins binding protein) sao
responsaveis pela etapa final da sintese da parede celular bacteriana e consideradas o sitio de
ligacdo das penicilinas, apresentando elevada afinidade pelos compostos B-lactimicos,
analogos estruturais de seu substrato. A resisténcia intrinseca a meticilina nos estafilococos ¢
determinada pela aquisicdo de um cassete cromossomal estafilococico mec (staphylococcal
chromosome cassette mec — SCCmec), um elemento genético movel de 20-60 Kb,
compreendendo o gene MeCA e os elementos regulatorios de sua transcricdo, gene mecl e
mecRI. O S. aureus apresenta quatro PBP (1, 2, 3 e 4), sendo o produto do gene mecA, uma
PBP adicional denominada PBP2a ou PBP2’, que apresenta baixa afinidade para ligagdo das
penicilinas anti-estafilocdcicas (meticilina, oxacilina, nafcilina) e para todos os outros
antibiodticos B-lactamicos, sem prejuizos a sintese da parede celular (Matthews et al. 1987,
Chambers 1988; Chambers 1997; Santos 2000; Couto et al. 2003; Pérez-Roth et al. 2004). A
estrutura do cassete cromossomal estafilocdcico possui uma regido hipervariavel que pode
conter elementos genéticos como plasmideos e/ou transposons, abrigando genes que
codificam resisténcia a diferentes classes antimicrobianas, conferindo um fendtipo

multirresistente ao isolado (Lindsay & Holden 2004).

Nos ultimos anos, foram identificados sitios no genoma bacteriano chamados fatores de
expressdo de genes meticilino-resistentes (fem). Até o momento, foram descritos uma série
de genes fem, denominados femA, femB, femC, femD, femE e femF. Estes fatores ndo sdo
responsaveis pela resisténcia bacteriana, mas parecem auxiliar o gene meCA a expressar um
alto nivel de resisténcia aos B-lactdmicos (Marangoni 1996; Chambers 1997). Towner et al.

(1998) descrevem que o gene fem esta ausente em estafilococos coagulase-negativa.

A resisténcia dos estafilococos ndo se limita somente aos P-lactdmicos. Cepas
multirresistentes, incluindo resisténcia aos aminoglicosideos e quinolonas t€ém sido comuns
em grandes hospitais de todo o mundo, limitando as opcdes terapéuticas aos antibidticos
glicopeptideos, como vancomicina e teicoplamina (Levy 1996; Tavares 2000). Assim, esta

resisténcia cruzada do MRSA aos -lactdmicos e a outras classes de antimicrobianos o torna
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um microrganismo relevante e de dificil controle no ambiente hospitalar, necessitando de um

tratamento prolongado e de alto custo (Santos et al. 1999; Tavares 2000; Sieradzki 2003).

A aquisi¢do de MRSA hospitalar — HA-MRSA (hospital acquired- MRSA) esta
freqiientemente relacionada com fatores de risco predisponentes que incluem: idade
avancada, hospitalizacdo prolongada, uso de dispositivos invasivos como cateter venoso
central, internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI), tratamento de queimaduras,
procedimentos cirirgicos, inter-transferéncias de pacientes, proximidade a pacientes ou
profissionais colonizados/infectados por MRSA e, universalmente, uso prévio de

antibioticos, especialmente os de amplo espectro (Boyce 1992; Asensio et al. 1996; Lowy

1998; Safdar & Maki 2002).

A maioria das infe¢des causadas por HA-MRSA esta associada com um numero
relativamente pequeno de clones epidémicos, assim considerados pela habilidade em causar
infeccdes, persistir e disseminar por regides geograficas distintas, inclusive entre continentes.
Tais clones epidémicos foram classificados, por técnicas moleculares como:
Brasileiro/Hungaro (SCCmec tipo IITA/III); Ibérico (SCCmec I); Nova lorquino/Japonés
(SCCmec II) e o clone pediatrico (SCCmec IV) ( da Silva et al. 2003; Ribeiro et al. 2005).

Embora previamente considerado um patégeno nosocomial puro, recuperado somente
de pacientes hospitalizados, a epidemiologia do MRSA vem mudando nos ultimos anos
(Boyce 1998). S. aureus resistentes a meticilina adquiridos na comunidade CA-MRSA
(community-acquired MRSA) foram primeiramente descritos na década de 80, em grupos
minoritarios como usudrios de drogas, presidiarios, praticantes de luta livre e futebol,
criancas, militares, nativos americanos, pessoas de baixo poder socio-econdmico €
posteriormente disseminando para a populacdo geral (Chambers 2001; CDC 2003; Cardoso
2005; Wijaya et al. 2006).

Dos anos 90 até o momento atual, CA-MRSA tem emergido como patéogeno em adultos
e criancas sem fatores de risco tradicionais para aquisicido de MRSA (Groom et al. 2001;
Hisata et al. 2005; Zetola et al. 2005), mas alguns autores tém relacionado a aquisicao de
CA-MRSA a fatores de risco que incluem transmissdo intrafamiliar, uso freqiiente de
antibioticos, visitas e/ou atendimento em instituicoes de satide e contato estrito com
profissionais da area da satide (Shahin et al. 1999; Dietrich et al. 2004; Wylie & Nowicki

2005). A emergéncia e disseminacdo dos CA-MRSA representam um novo desafio a
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medicina devido a gravidade das infec¢des e elevadas taxas de morbidade e mortalidade

(Bolyard et al. 1998; Cristino et al. 1999; Tavares 2000; Buescher 2005).

A literatura tem relatado que os CA-MRSA possuem caracteristicas singulares que os
diferenciam dos MRSA nosocomiais. Acredita-se que existam dois tipos de MRSA isolados
na comunidade; o multirresistente € o nao multirresistente. O primeiro parece ter sido
transmitido das instituicdes de saude por profissionais da area ou por pacientes para as
pessoas mais proximas, enquanto o ultimo, isolado de individuos sem fatores de risco
predisponentes, tem sido considerado o ‘“verdadeiro” CA-MRSA (Salgado et al. 2003;
Cardoso 2005).

A habilidade de CA-MRSA em causar infec¢des fatais foi inicialmente constatada entre
1997 e 1999 quando uma clone hipervirulento (cepa prototipo MW2) causou a morte de
quatro pacientes pediatricos nos estados americanos de Minesota e Dakota do Norte. Esses
pacientes ndo apresentavam fatores de risco para a aquisicdo de MRSA. Desde entdo, muitos
estudos incluindo dados da seqiiéncia genomica completa do MW?2 t€m sido conduzidos com
o objetivo de determinar os tracos genéticos que fazem do CA-MRSA um patogeno tao

virulento (CDC 1999; Shukla 2005).

Com o crescente aumento da prevaléncia das infec¢des estafilocOcicas resistentes a
oxacilina, a utilizacdo da vancomicina aumentou de sobremaneira, € como conseqiiéncia,
casos de MRSA com sensibilidade diminuida a vancomicina, um dos antibacterianos de
maior eficdcia contra infecgdes causadas por esse agente, foram inicialmente relatados no
Japao, EUA e atualmente apresentam uma ampla distribuicdo mundial (Kim et al. 2002; Liu

& Chambers 2003).

O crescente nivel de resisténcia dos MRSA aos glicopeptideos e a transferéncia
experimental dos genes van presentes nas cepas de enterococos resistentes a vancomicina
para os MRSA, além da detec¢ao de cepas de estafilococos resistentes a vancomicina,
denominadas VRSA (vancomycin-resistant S. aureus), desponta para um quadro alarmante: o
aparecimento de estafilococos resistentes a todo o arsenal antimicrobiano disponivel na
atualidade e isso, provavelmente, significard um retrocesso a era pré-antibiotica (Souza 1998;

Watson et al. 2003).

O mecanismo de resisténcia a vancomicina estd associado a aquisi¢do, por conjugacao,
de um plasmideo contendo o gene vanA, proveniente do Enterococcus faecalis. Este

mecanismo de resisténcia promove a substitui¢do do peptideo final do terminal D-alanil-D-
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alanina para D-alanil-D-lactato, cuja afinidade reduzida a vancomicina nao traz prejuizos
para a sintese da parede celular bacteriana e propicia uma estrutura quimica nao usual ao
microrganismo (Johnson et al. 1990; Chang et al. 2003; Cardoso 2005; Inoue et al. 2006). As
alternativas disponiveis para o tratamento de infecgdes causadas por VRSA sdo a
quinuspristina/dalfopristina (estreptograminas) e a linezolida (oxazolidinonas), recentemente
disponiveis para uso clinico, com atividade potencial similar & vancomicina. Novos
compostos encontram-se em fase de triagem clinica, o que pode representar novas opgoes
terapéuticas frente as infec¢cdes provocadas por estes microrganismos, em face da atual

antibioticoterapia limitada (Betriu et al. 2001; Wang et al. 2006).

2.3. Selecéo de novas drogas

A partir de 1960 comegou a ser questionada a necessidade clinica de novos
antibioticos, decorrente da selecdo de microrganismos resistentes as drogas disponiveis,
ocasionando um aumento na freqiiéncia das infecgdes hospitalares e comunitarias,
principalmente entre criangas, idosos e pacientes imunocomprometidos. A partir dai as
industrias farmacéuticas, até entdo preocupadas apenas com a modificacdo e melhoria das
drogas ja existentes, mudam sua énfase, da simples producdo em larga-escala reinicia-se a
area, ainda com baixa prioridade, para pesquisa de novos e melhores agentes antimicrobianos
(Donadio et al. 2002a; Overbye & Barret 2005). Desde entdo, novos programas de selecio de
alvos tém sido estabelecidos para maximizar o isolamento de cepas de actinomicetos com
habilidade em produzir substincias naturais antibidticas e minimizar os testes de cepas

produtoras ja conhecidas (Okami & Hotta 1988).

Os produtos naturais apresentam grande diversidade estrutural, variando de muito
simples a altamente complexos. Estes produtos tém sido historicamente os guias de grande
progresso na descoberta e pesquisa, levando a avangos considerdveis no processo de
desenvolvimento de drogas. Além disto, a manipulagdo destes produtos pode gerar novos
compostos com melhores propriedades, apresentando-se como as mais promissoras fontes de
futuros antibidticos (Nicolaou & Snyder 2004; Walsh 2004). Stonard & Wideman (1995)
relataram que dentre as caracteristicas desejaveis a uma substancia natural ¢ essencial que
seja biodegradavel, apresente toxicidade seletiva e tenha mecanismo de acdo especifico a

processos fisiologicos e/ou metabolicos do patdgeno de interesse.



42

O éxito para a obtencao de substancias bioativas, a partir de microrganismos, depende
de um sistema efetivo de triagem. Nestes sistemas, geralmente sdo utilizadas grandes
cole¢des de diversas moléculas quimicas (definidas como bibliotecas), empregando testes
designados para se detectar relevantes alvos moduladores (Omura 1986; Donadio et al.
2002b). O sucesso de uma triagem bioldgica depende de alguns passos, que incluem: (i) uso
de material biologico apropriado como bactérias, células animais, enzimas e outros, que
funcionem como alvo para a deteccdo da atividade desejada; (ii) habilidade para anélise
rapida e detalhada de uma pequena quantidade da substancia produzida; (iii) capacidade para
diversificar as condigdes de cultivo para o isolamento dos microrganismos; ¢ (iiii) uso de
tecnologias que permitam a caracterizacdo quimica e identificacdo das substancias desejadas,

como esquematizado na Figura 5 (Omura 1986; Okami & Hotta 1988; Peldez 2006).

Para ser efetivo, um programa de triagem para a descoberta de novos antibidticos deve
basear-se em mais de um teste de atividade. O teste inicial possibilita a deteccdo de todas as
amostras atuando nos alvos desejados. Apos a selecdo das amostras promissoras, novos testes
devem ser realizados para a confirmagdo efetiva desta agdo. Esses testes podem variar desde
testes de atividade in vitro até experimentos em animais. A aplicabilidade e a validade dos
testes, a escolha e a caracterizacdo dos alvos para as drogas; além do carater subjetivo e
intuitivo do pesquisador, devem ser considerados antes dos programas de triagem serem

empreendidos (Donadio et al. 2002a).

Uma vez que uma fonte bioldgica de antibidticos ¢ encontrada, esta normalmente
produz um complexo de substancias as quais devem ser fracionadas em componentes e
compostos bioativos (Duke et al. 2000). O fracionamento geralmente consiste inicialmente em
separar os extratos de uma fonte bioldgica identificada entre solventes polares e nao polares.
Aliquotas sao testadas para a atividade bioldgica desejada, e o fracionamento continua na

por¢do que demonstrar bioatividade (Choudhary & Rahman 1997; Pezzuto et al. 1998).

Na busca por novos compostos o objetivo ¢ identificar uma molécula com o efeito
desejado, estabelecer sua seguranga e eficiéncia no tratamento de pacientes (Kraljevic et al.
2004). Um fator a se considerar ¢ que a partir do entendimento da fisiologia bacteriana pode-
se desenvolver uma relagdo entre atividade antibiotica-estrutura bacteriana, que muitas vezes
¢ utilizada para direcionar modificagdes quimicas em antibidticos, resultando em melhorias
na sua atividade, com atuacdo frente a bactérias que anteriormente apresentavam-se

resistentes a droga (Gootz 1990).
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Figura 5 — Processo de descoberta ¢ produgdo de antibidticos a partir de produtos naturais
microbianos (Fonte: Pelaez 2006)

A avaliacdo de novas drogas trilha longas fases, que incluem estudos com animais e
humanos (Projan 2003). As pesquisas baseadas em animais, requeridas para suportar a
proposta de uma nova droga, sdo denominadas de estudos pré-clinicos ¢ aquelas realizadas
com seres humanos sdo os estudos clinicos. Os objetivos dos estudos pré-clinicos sao
caracterizar os efeitos toxicos e determinar a relagdo dose-resposta de um novo composto,
portanto avaliam os efeitos farmacoldgicos sobre estruturas ndo-alvo, caracteristicas
farmacocinéticas, efeitos genéticos, agudos, cronicos e toxicologicos da droga (ICH 1997).

Na triagem clinica os objetivos sdo demonstrar a seguranca da droga em humanos saudaveis
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(Fase I), e a seguranca e eficiéncia em pacientes (Fase II e III) (Gad & Chengelis 1995;
Meyer & Svendsen 2003).

Atualmente existe uma tendéncia em utilizar-se de metodologias alternativas para a
substituicdo do uso de animais para testes toxicologicos em laboratorios, especialmente
devido ao custo e dificuldade de manutencao destes e para poupar o sofrimento e sacrificio
daqueles animais submetidos as avaliacdes (Johnston & Rusche 1997; Yajes 1997). Diante
disso e tendo em vista que a avaliacdo da citotoxidade dos extratos ¢ indispensavel quando se
deseja considerar seguro um determinado metabodlito secundario, o teste de citotoxidade
utilizando Artemia salina tem sido bastante empregado para a determinagdo da capacidade
citotoxica de diferentes substancias, incluindo extratos vegetais (Arias et al. 1995; Addae-
Keyereme et al. 2001; Jiménez et al. 2001; Moreno-Murillo et al. 2001), substancias
quimicas (Vismara 1998; Hartl & Humpf 2000) e substancias antineoplasicas (Badawey &
Kappe 1997).

De acordo com o FDA, para uma droga experimental ser colocada no mercado o
processo demora, em média, 12 anos e cada nova droga tem um custo aproximado de 800
milhdes de dolares, valor que dobra a cada cinco anos. Além dos custos, barreiras
administrativas t€ém se tornado problematicas. Atualmente, de cada 5.000 compostos que
entram em fase pré-clinica, somente cinco sdo testados em humanos e somente um recebe
aprovacao para uso terapéutico. Esta tendéncia — aumento dos custos para o desenvolvimento
de drogas e a grande minucia para aprovagdo — cria um crescente problema para as industrias
farmacéuticas e pacientes que esperam por novos medicamentos para tratar suas

enfermidades (Gilbert 1987; Snodin 2002; Michelson & Joho 2000).

Embora novos antimicrobianos irdo chegar ao mercado nas proximas décadas, este
esfor¢o ird dificilmente compensar o problema da emergéncia de microrganismos resistentes,
causada em parte pelo uso de quase 50,0% dos antimicrobianos para propdsitos diferentes do
tratamento de doengas, pelo uso incorreto e¢/ou indiscriminado de antimicrobianos na terapia,
e pelo fato de que novas classes de antibidticos demoraram um longo periodo de 37 anos para
serem produzidas, como no caso do acido nalidixido em 1.962 até a linezolida em 2.000,
gerando uma defasagem no ataque a novos alvos microbianos (Bax et al. 1998; Coates et al.
2002; Moellering 2003; Shlaes et al. 2004; Koehn & Carter 2006). Somente as
estreptograminas dalfopristina/quinupristina (Synercid®), linezolida (Zyvox®) e mais
recentemente o lipopeptideo daptomicina (Cubicin®) podem ser considerados como novas

classes de antibidticos langcadas ao mercado nos ultimos 20 anos (Bush & Macielag 2000;
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Coates et al. 2002; Overbye & Barrett 2005). Destes antimicrobianos anteriormente citados €
importante mencionar que somente a linezolida ¢ uma droga puramente sintética, os demais

sdo derivados de produtos naturais (Nathwani 2005).

Segundo Newman et al. (2003), técnicas multidisciplinares para a descoberta de novas
drogas, envolvendo a geracdo de diversidade molecular proveniente de fontes naturais,
combinadas com uma metodologia totalmente sintética, incluindo a manipula¢do de vias
metabolicas, fornecerdo a solugdo para esta atual crise de produtividade que acomete a

comunidade cientifica envolvida na descoberta e desenvolvimento de novas drogas.

Diante da comprovada eficacia de varios antibidticos produzidos a partir do cultivo de
actinomicetos, a busca por novos compostos pode representar uma alternativa para a
producdo de drogas com atuagdo sobre patdogenos multirresistentes e/ou neoplasias. Desse
modo, actinomicetos obtidos a partir de solos de Cerrado e Mata Atlantica foram
investigados In Vitro quanto a sua ag@o: antibacteriana sobre isolados de Staphylococcus
aureus meticilino-resistentes, citotoxica pela metodologia que emprega naupilos de Artemia

salina e antitumoral pela capacidade de intercalar na molécula de DNA.
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3. Objetivos

Isolar e caracterizar actinomicetos a partir de amostras de solos de Cerrado e Mata

Atlantica;

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos isolados frente a Staphylococcus aureus

meticilino-resistentes (MRSA);

Determinar a atividade citotdoxica in vitro dos extratos crus dos actinomicetos frente a

Artemia salina;

Verificar o potencial antitumoral dos extratos crus pela capacidade de intercalagdo na

molécula de DNA.
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4. MATERIAL E METODOS
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4. Material e Métodos

4.1. Isolamento dos actinomicetos

No periodo de fevereiro de 2005 a fevereiro de 2006 coletou-se, a uma profundidade
de 0-10cm, amostras de solo em areas de Cerrado (Bosque Rudyard Kipling-GO; Parque
Ecologico de Goiania-GO; Departamento de Estradas e Rodagem do Municipio e
Companhia Municipal de Pavimentagio DERMU COMPAV-GO e Chécara da Associacao
dos Docentes da Universidade Federal de Goids ADUFG-GO) e Mata Atlantica (Cachoeiro
de Itapemirim-ES; Cafezal Timbo—ES; Costdo do Santinho-SC e Canavial Marataizes-ES).
Para cada area, as coletas foram realizadas em quatro pontos distintos e posteriormente
homogeneizadas, obtendo-se uma amostra unica de cada solo. A escolha destas regides se

justifica por tratar-se de solos ricos em matéria organica em decomposicao.

Para cada regido de coleta as amostras receberam uma identificacdo e desta forma
obteve-se amostras denominadas RK (Bosque Rudyard Kipling), PEG (Parque Ecologico de
Goiania), DCP (DERMU COMPAYV), ADU (Associagdo dos Docentes da Universidade
Federal), CIT (Cachoeiro do Itapemirim), OCT (Cafezal Timbo), CSSC (Costdo do
Santinho) e MES (Canavial Marataizes).

Cada amostra de solo foi submetida a um pré-tratamento de dessecagdo por 16 horas a
temperatura ambiente e os actinomicetos foram isolados pelo método quimiotatico (Anexo I-
A) segundo Palleroni (1980). Para o adequado isolamento e purificagdo foi utilizado o agar
amido-caseina (AC) sugerido por Waksman (1961) e para a esporulagao foram avaliados os
agares AC e ISP-2 sugerido por Shirling e Gottlieb (1966) no International Streptomyces

Project, cujas composigdes quimicas estdo descritas no Anexo II.

Duas camaras de isolamento (Palleroni 1976a), cada uma possuindo dois
compartimentos interligados por uma conexao, foram previamente desinfectadas com élcool
etilico 70,0% e expostas a luz ultravioleta por uma hora para eliminar possiveis

contaminantes.

Ap6s o pré-tratamento, 0,5g de solo foi adicionado a cada compartimento de ambas as

camaras. Acrescentou-se adgua esterilizada a cada compartimento at¢ um nivel de 2,0mm
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acima do canal de conexdo. Este conjunto foi incubado a 28-30°C por uma hora a fim de que

ocorresse a indu¢ao da mobilidade e a liberagdo dos esporos dos Actinoplanetes presentes.

Ap0s este periodo em uma das camaras foi colocado, no canal de conexdo, um tubo
capilar esterilizado contendo KCIl 10,0mM em tampao fosfato 10,0mM, e na outra camara
colocou-se um tubo capilar esterilizado contendo xilose 10,0mM com o intuito de verificar a
qual substancia os actinomicetos apresentam maior afinidade (Hayakawa et al. 1991). Este
conjunto foi incubado novamente por uma hora sob as mesmas condi¢des. Posteriormente, os
tubos capilares, de ambas as camaras, foram removidos e lavados externamente com agua
esterilizada e o conteudo de cada capilar vertido em um microtubos contendo 1,0mL de agua

esterilizada.

Aliquotas de 100puL de cada suspensdo, previamente identificadas, foram inoculadas
em placas de Petri contendo agar AC. As placas foram incubadas a 30°C, por 7 a 14 dias até
o desenvolvimento de colonias caracteristicas de actinomicetos. Cada coldnia foi retirada e
transferida para uma nova placa contendo agar AC e novamente incubada a 30°C até a
esporulacdo. Esse processo foi repetido por trés vezes para certificar-se da pureza dos
microrganismos isolados. As colonias caracteristicas foram retiradas e re-semeadas em
placas de Petri contendo agar AC e agar ISP-2 e novamente incubadas a 30°C até¢ a

esporulacdo e formagdo de um tapete de crescimento em toda a superficie do 4gar.

Os isolados que foram obtidos por afinidade somente pela xilose receberam a letra X
no final da denominagdo, aqueles que apresentaram afinidade somente pelo KCIl em tampao
fosfato receberam a letra F e aqueles que demonstraram afinidade por ambas as substancias
quimicas ndo foram acrescidos de letras e contados uma Unica vez para evitar a duplicidade

de amostras.

As colonias purificadas foram analisadas quanto a forma, afinidade tintorial, e
separadas as que se apresentavam com caracteristicas de actinomicetos. Tais caracteristicas
sao relatadas como colonias lisas, brilhantes ou enrugadas, com a coloracdo variando do

amarelo, alaranjado, vermelho, azul, verde, ocre, purpura, marrom ou preto.

A metodologia e os meios de cultivo empregados tiveram como meta favorecer o
isolamento de actinomicetos pertencentes ao género Actinoplanes, que sdo actinomicetos
ditos “raros” que apresentam esporos moveis e sdo considerados como fontes promissoras de

novas moléculas com atividade antimicrobiana (Palleroni 1980).
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4.2. ldentificacéo e susceptibilidade dos MRSA

4.2.1. Populacdo pediatrica

Os S. aureus meticilino—resistentes (n=7) recuperados de populagdo pediatrica foram
isolados da nasofaringe de criancas (2 meses a 5 anos de idade) com infec¢do do trato
respiratorio (suspeita de pneumonia ou meningite) adquirida na comunidade - Projeto de
Vigilancia Populacional de Pneumonias e Meningites Bacterianas - realizado no municipio
de Goidnia e desenvolvido no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias no periodo de 2000 a 2003 sob a coordenacao da Profa. Dra.
Ana Lucia S. S. de Andrade (Cardoso 2005).

O projeto inicial foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa, recebendo parecer
favoravel e as criangas submetidas a coleta somente apos preenchimento de questionario e

consentimento informado por escrito dos pais ou responsavel.

Os isolados tiveram sua identificagdo realizada de forma manual ¢ automatizada, esta
ultima, realizada no Laboratorio de Analises da Saude da Universidade Catolica de Goias
(LAS-UCG), pelo sistema MicroScan® (Dade Behring —West Sacramento, California, USA)
com o leitor automatico autoSCAN4®. Para a identificagdo automatizada utilizou-se o painel
Pos Combo21, que avalia: desenvolvimento na presenca de baixas concentragdes de cristal
violeta, producdo de glicosidases, fosfatase alcalina, fosfatase indoxil, pirrolidonase, urease,
hemolisinas, redu¢do do nitrato, produgdo de acetoina (Voges-Proskauer), bile esculina,
fermentagdo de carboidratos (rafinose, lactose, trealose, sorbitol, arabinose, manose, manitol,
inulina e ribose); descarboxilacdo da arginina, utilizagdo de piruvato, tolerancia a 6,5% de
NaCl, suscetibilidade a optoquina e bacitracina, producdo de [-lactamases e
concomitantemente determina o perfil de suscetibilidade do microrganismo frente a 19

antimicrobianos.

A suscetibilidade dos isolados foi determinada pela medida da concentragdo inibitdria
minima (CIM) e os resultados reportados como sensivel, resisténcia intermediaria ou
resistente ao antimicrobiano, com base na interpretacdo dos breakpoints, segundo as
recomendagdes do National Committee for Clinical and Laboratory Standards (NCCLS

2003), recentemente denominada Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).



52

4.2.2. Populagéo hospitalar

Os S. aureus meticilino—resistentes (n = 3) provenientes de populagao hospitalar foram
isolados de pacientes que estavam fazendo uso de antimicrobianos e se encontravam, no
momento da coleta, internados em um Hospital-Escola de Goiania-GO. Em todos os casos, o

microrganismo recuperado dos pacientes era resultante de infec¢do de origem hospitalar.

No Laboratério de Microbiologia do referido Hospital-Escola os microrganismos
foram identificados de forma automatizada pelo equipamento MicroScan® e as provas

realizadas foram as mesmas constantes do item anterior (4.2.1).

Os S. aureus meticilino-resistentes foram armazenados em placas de agar manitol
salgado e enviados ao laboratério de Microbiologia Ambiental ¢ Biotecnologia do Instituto
de Patologia Tropical e Satide Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG), onde
foram reativados e submetidos a provas manuais confirmatdrias da espécie e do perfil de

resisténcia.

O presente projeto foi submetido a avaliagdo da Comissdo de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas — Universidade Federal de Goids, conforme estabelecido pela
Resolugdo 196 de 10/10/1996, recebendo parecer favoravel (Anexo III). Todos os
participantes/responsaveis foram informados a respeito do estudo e aqueles que concordaram

em participar assinaram o Termo de Consentimento (Anexo IV).

Os microrganismos somente foram utilizados para esta pesquisa apos preenchimento

de questionario e consentimento informado por escrito do paciente ou responsavel.

4.2.3. Procedimentos manuais de identificacéo e teste de difusao de disco

Os S. aureus meticilino-resistentes provenientes da populacdo pediatrica e hospitalar,
foram reativados em caldo BHI e cultivados a 37°C por 24 horas. Posteriormente foram
isolados em Aagar manitol salgado com incuba¢do a 37° C por 24 horas. As colonias
caracteristicas (lisas, redondas, cremosas, coloragdo variando de acinzentada a amarelada)
foram submetidas a coloracdo pela técnica de Gram. Pela observa¢dao microscopica de cocos
gram-positivos, isolados ou em cachos, as amostras foram submetidas as provas bioquimicas
de identificacdo, que incluiram: catalase, coagulase em tubo, lecitinase, urease, fermentacao
de carboidratos (manitol, glicose, sacarose, lactose e trealose), DNase, producdao de acetoina

(Voges-Proskauer), reducdo do nitrato e suscetibilidade a bacitracina.
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O perfil de suscetibilidade dos isolados foi realizado pelo método de difusdao de disco
(antibiograma), de acordo com as recomendagdes do NCCLS (2003). Os S. aureus
meticilino-resistentes (MRSA) foram repicados em caldo BHI e incubados a 37°C por 24
horas. Posteriormente o indculo foi preparado em comparagao com a metade da turbidez da
escala n°l de MacFarland, no qual 50,0uL do caldo foram diluidos em 5,0mL de salina
esterilizada. O indéculo foi distribuido na superficie do agar Miieller-Hinton com swab

esterilizado.

Os antimicrobianos (Oxoid, Bagingstoke, Inglaterra) avaliados foram a oxacilina,
cefoxitina, vancomicina, teicoplanina, linezolida, sulfametoxazol-trimetoprim, penicilina,
rifampicina, ciprofloxacina, amicacina, eritromicina, clindamicina e azitromicina. Os discos
contendo estas substancias foram distribuidos na superficie do 4gar Miieller Hinton, com a
ajuda de pingas esterilizadas. As placas foram incubadas a 37°C e apds 24 horas realizada a
observagdo ¢ medicao dos didmetros dos halos de inibicdo formados ao redor dos discos. A

cepa de S. aureus ATCC 29737 foi utilizada como controle de qualidade.

A interpretacdo dos resultados em sensivel ou resistente aos antimicrobianos foi feita

pela comparagdo com os da tabela de halos padronizada pelo NCCLS (2003).

4.2.4. Extracdo do DNA e deteccdo dos genes mecA e femB por PCR

A extragdo do DNA cromossomal dos MRSA foi realizada no Laboratério de
Bacteriologia Molecular do Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica e seguiu o
protocolo adaptado de van Soolingen et al. (1994) — Anexo I[-B. Para tal as culturas
bacterianas foram cultivadas em caldo LB por 16 horas e apds esse periodo procedeu-se a

centrifugacao de 1,5mL em 6000 g a 10°C.

O sedimento foi ressuspenso em 400uL de tampao TE contendo lisozima (1,0 mg/mL)
e incubado por uma hora a 37°C. Na seqiiéncia adicionou-se ao sistema de digestdao 70,0uL
de SDS a 10,0% e 6,0uL de proteinase K a 10,0 mg/mL, incubando a 56°C por 10 minutos.
Apo6s incubagdo, adicionou-se 100uL de NaCl a 5,0M seguidos de 80,0uL de solugdo

CTAB/NacCl, agitando até se tornar leitosa, seguindo de incubag¢do por mais 10 minutos a

65°C.

Adicionou-se um volume igual de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1 v/v) e agitou-se

por 30 segundos, seguindo uma centrifugagdo por 5 minutos a 12.000g. Posteriormente
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precipitou-se a fase superior da extracdo pela adicdo de 0,6 volumes de isopropanol e
incubou-se a -20°C por 30 minutos. O DNA foi coletado por centrifugacdo a 12.000g por 20
minutos, e sofreu posterior lavagem com 1,0mL de etanol a 70,0% gelado. Apds um periodo
de secagem o material foi ressuspenso em 40,0uL de tampao TE e analisado em gel de

agarosc.

Para detectar a presenca dos genes mecA e femB nos S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) foi utilizada a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os primers

utilizados foram:
a) para a detec¢ao do gene mecCA:
mec06 FWD 5’-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3;
mec07 REV 5’-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3’;
b) para a detecgdo do gene femB:
femFWD 5'-TTACAGAGTTAACTGTTACC-3'
femREV 5-' ATACAAATCCAGCACGCTCT- 3.

A reacdo de amplificagdo foi realizada em um volume de 30,0uL usando 1U da enzima
Taq DNA polimerase (ABGene, Surrey, United Kingdom) 1,5mM de MgCl,, 10ng de cada
primer, 0,2mM de dNTPs e 1,0uL da extragdo de DNA de cada amostra. Os parametros de
ciclagem foram 94°C por trés minutos, seguido de 35 ciclos de 92°C por 50 segundos,
anelamento a 50°C por um minuto, extensdo a 72°C por um minuto e extensdo final com
cinco minutos de incubagdo a 72°C. Apds o término da reacdo, os produtos finais da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,0% contendo brometo

de etideo (0,5ug/mL) e a analise foi realizada visualmente em transiluminador.

4.3. Atividade antimicrobiana dos actinomicetos — Técnica dos Plugs

Uma triagem inicial da atividade antimicrobiana dos actinomicetos foi realizada com
as seguintes cepas-padrao: Bacillus subtilis ATCC6633, Bacillus cereus ATCC14579,
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Rhodococcus equi ATCC6939, Micrococcus
luteus ATCC9341, Staphylococcus aureus ATCC29737 (controle de qualidade),
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Agrobacterium tumefaciens ATCC33970, Enterobacter aerogenes ATCC13048, Escherichia
coli ATCC25922, Salmonella typhimurium ATCC14028, Serratia marcescens ATCC14756
e Pseudomonas aeruginosa ATCC9027. Essa triagem teve o intuito de verificar o espectro
de acdo dos actinomicetos frente as diferentes bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Todos os actinomicetos que inibiram o crescimento do S. aureus ATCC29737 foram

avaliados frente aos MRSA.

Para a determinagdo da atividade antimicrobiana de cada actinomiceto foram utilizados
0s MRSA recuperados de populagao pediatrica e hospitalar mencionados nos item 4.2. Para
tal, os actinomicetos isolados foram inoculados em agar AC e ISP-2 e incubados a 28-30°C
por 14 dias. Em seguida, a partir do crescimento em “tapete”, cilindros de 7,0mm de
diametro foram cortados destes agares (plugs) e colocados sobre placas de Petri contendo o
agar Miieller-Hinton, em cuja superficie foram previamente inoculados os MRSA
indicadores, que foram diluidos para a metade da concentracdo do tubo n° 1 da escala de
MacFarland (Anexo I-C). As placas de Petri foram incubadas a 37°C que ¢ a temperatura
ideal para o crescimento dos microrganismos indicadores. A leitura da atividade
antimicrobiana foi realizada medindo-se o diametro do halo de inibi¢do de crescimento (em
milimetros) dos MRSA apds 24 horas. Como os plugs mediam 7,0mm, consideramos que os
actinomicetos que resultaram em um halo de inibi¢do > 9,0mm caracterizaram isolados

capazes de produzir substancia bioativa com potencial para inibir o crescimento dos MRSA.

4.4. Producao e extracdo da substéancia bioativa

Para a extrag@o das substancias bioativas foram empregadas duas metodologias, uma a
partir do crescimento dos isolados em meio sélido e outra a partir do crescimento em meio

liquido.

4.4.1. Extrato a partir do crescimento em meio sélido - ECS

Os microrganismos foram inoculados em agar AC ou ISP-2 (de acordo com o melhor
resultado obtido na avaliagdo da atividade antimicrobiana) onde permaneceram a uma

temperatura de 30°C por 14 dias até a esporulagdo. Decorrido este periodo o 4gar contido na
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placa foi fragmentado e colocado em um tubo onde foram acrescidos 15,0mL de etanol para

a extracdo dos metabdlitos presentes e solubilizacdo da massa micelial (Anexo I-D).

Cada amostra foi agitada em vortex por 15 minutos e colocada em repouso por igual
periodo, repetindo-se o procedimento por trés vezes. Ao final do processo, todo o contetido
do tubo foi filtrado e armazenada somente a fase liquida contendo etanol e a substincia

bioativa.

No laboratorio de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da UFG a fase liquida foi
concentrada sob baixa temperatura (45°C) em rotavapor e o extrato final obtido (5,0mL) foi
acrescido de 1,0mL de etanol absoluto, constituindo o extrato cru a partir do crescimento em
meio sélido (ECS), que foi distribuido em tubos de polipropileno de 1,5mL e posteriormente

armazenados em freezer a —20°C.

4.4.2. Extrato a partir do crescimento em meio liquido - ECL

Um pré-indculo dos isolados de actinomicetos foi preparado em Erlenmeyer contendo
15,0mL do caldo AC ou ISP-2. O pré-indculo foi incubado sob agitagdo constante em shaker
a 180 rpm, 30°C por 48 horas. Decorrido este periodo, foram adicionados 50,0mL de caldo
novo e todo o contetido do Erlenmeyer foi novamente incubado sob as mesmas condigdes

anteriores, por 14 dias (Anexo I-D).

Ap6s o término da fermentacdo, o conteido do Erlenmeyer (50,0mL) foi filtrado para
que ocorresse a separacdo do micélio e do sobrenadante (extrato aquoso). O micélio foi
pesado (5,0g) para o céalculo do volume total de solvente a ser acrescido (2,0mL de etanol
para cada grama de micélio). A massa micelial com etanol absoluto foi triturada com pistilo
em um almofariz durante cinco minutos, posteriormente, utilizando-se papel de filtro e funil,
a massa micelial foi filtrada e a por¢do liquida (filtrado) reservada. O procedimento foi
repetido por 3 vezes e as por¢des de filtrado foram reunidas, constituindo o extrato etandlico,

que resultou em um volume final de 10,0 mL.

Ao extrato aquoso foram adicionados 10,0mL de acetato de etila, que apds agitacdo em
funil de separacdo, as fases obtidas foram separadas, preservando-se a por¢do superior,
denominada fase organica (extrato de acetato de etila). O extrato aquoso foi tratado mais

duas vezes com acetato de etila e as diferentes por¢des obtidas foram reunidas.
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No Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia - UFG o extrato etandlico
foi concentrado sob baixa temperatura (45°C) em um rotavapor. Ao residuo obtido apos a
evaporacdo, foi adicionado o extrato de acetato de etila. Esta mistura foi novamente
evaporada no rotavapor. O precipitado final obtido (5,0mL) foi ressuspenso em 1,0mL de
etanol absoluto, constituindo o extrato cru obtido a partir do crescimento em meio liquido
(ECL), que foi posteriormente colocado em microtubos de polipropileno e armazenados em

freezer a —20°C.

4.5. Atividade antimicrobiana dos extratos crus - Técnica de Difusdo em Poco

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos crus (ECS e ECL) foi realizada
pela técnica de difusdo em pogco (NCCLS 2003), com modificagdes. Os MRSA (n = 10)
foram inoculados em 5,0mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e cultivados a 37°C por 24
horas. Apoés esse periodo foram preparadas suspensdes nas quais 50,0uL de caldo BHI eram
adicionados a tubos contendo 5,0mL de salina esterilizada, obtendo uma turvacao

equivalente a metade da escala n°l de MacFarland.

Os microrganismos indicadores foram semeados, com o auxilio de swab esterilizado,
em placas de Petri contendo agar Miieller-Hinton. Posteriormente foram confeccionados
orificios de 7,0mm de diametro em pontos eqiiidistantes do meio de cultura (Anexo I-E). Em
cada orificio foram acrescentados 25,0uL do extrato cru e dos controles. Para as placas
contendo os ECS foi confeccionado um orificio para avaliacdo do etanol (controle negativo)
e nas placas contendo os ECL foram adicionados dois pocos para avaliagdo do etanol e

acetato de etila.

As placas foram pré-incubadas a temperatura ambiente por duas horas e posteriormente
incubadas a 37°C por 24 horas. Decorrido este periodo, as zonas de inibigdo foram
mensuradas em termos de halo (didmetro da area com auséncia de desenvolvimento
microbiano). Consideramos que um halo > 9,0mm caracterizou um isolado capaz de produzir

substancia bioativa com potencial para inibir o crescimento do microrganismo indicador.
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4.6. Atividade citotoxica dos extratos crus

A metodologia para a determinagdo da atividade citotoxica utilizando Artemia salina foi
padronizada, para este trabalho, utilizando as metodologias descritas por Blizzard et al. (1989)
e Takahashi et al. (1989). Artemia salina L. (Artemiidae) ¢ um camardo de agua salgada,
invertebrado e componente da fauna de ambientes marinhos. Este crustaceo possui um
importante papel no fluxo de energia da cadeia alimentar, apresenta uma grande sensibilidade
as mais variadas substancias (Sanchez-Fortun et al. 1995) e tem sido empregado em
avaliagdes toxicologica pré-clinicas, para determinar os valores de dosagem letal média
(DLsg), sendo considerado um método de triagem alternativo para validacdo de toxinas e

extratos crus, que podem vir a se tornar novas drogas (Meyer et al. 1982; Lewan et al. 1992).

Ovos de Artemia salina foram eclodidos em uma solu¢do salina contendo 3,5% de sal
marinho em agua mineral. Os ovos foram incubados, sob iluminag¢do e aera¢dao constante, a
30°C por 48 horas. Os extratos crus foram adicionados, em diferentes volumes, a 10,0mL de
solugdo salina, previamente preparada. As diluicdes inicialmente empregadas foram
20.000ppm, 10.000ppm, 5.000ppm e 2.500ppm (Quadro 5), diluigdes posteriores foram
preparadas de acordo com a necessidade para o célculo da DLsy de cada amostra (Anexo I-

F).

Quadro 5 — Dilui¢do inicial dos extratos crus e suas respectivas concentragdes em
porcentagem.

ppm Diluicéo %
20.000 200,0pL + 10,0mL de agua 2,0
10.000 100,0uL + 10,0mL de agua 1,0
5.000 50,0uL + 10,0mL de 4dgua 0,5
2.500 25,0uL + 10,0mL de 4gua 0,25

Aos tubos contendo 1,0mL das dilui¢des foram adicionados 10 naupilos de Artemia
salina (experimento realizado em triplicata). Um tubo como controle negativo, que consistia
apenas de etanol absoluto nas mesmas condi¢des do experimento, foi adicionado ao ensaio

para verificar uma possivel acdo toxica dessa substincia sobre os naupilos. Os tubos foram
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incubados sob iluminagdo a 30°C por 24 horas. Apds este periodo, o nimero de naupilos
mortos ou com perda de movimento foram contados para a determinacao da porcentagem de

mortalidade das larvas em cada concentracdo analisada.

% Mortalidade = n° total de mortos ou imoveis x 100

n° total de Artemia salina

Os resultados obtidos foram utilizados para o céalculo da DLsj, que ¢ a dosagem que
mata 50,0% dos animais experimentais. Essa dosagem foi calculada pela andlise de regressao
linear dos resultados obtidos. Para a andlise de regressdo linear adotamos X para as
concentragdes dos extratos e Y para o numero de ndupilos mortos em cada concentragdo. De
posse de todas as concentragdes analisadas e dos resultados de % de mortalidade dos
naupilos, utilizamos a equacgdo da reta para o calculo da DLsy para os extratos obtidos de

cada actinomiceto:

AN — _
Y=Y+b(X- X)

\

Na equagdo acima o valor encontrado para X corresponde a concentracdo que

representa a dosagem letal para 50,0% dos animais experimentais (DLs)

Para o calculo de b:

¥X.2Y
b= XY - n
TX? - (TX)
n

b = adngulo de inclinagdo da reta;
> X = somatoria das diferentes concentragdes analisadas;
Y'Y = somatodria do nimero de naupilos de Artemia salina mortos;

n = nimero de concentracdes utilizadas para o calculo.
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4.7. Efeito dos extratos na mobilidade do DNA em gel submetido a eletroforese

Para analise do efeito dos extratos na mobilidade do DNA foi realizada a técnica de
EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay), também denominada Gel Shift (Buratowski &
Chodosh 1996) e utilizadas as condi¢des padronizadas por Furlan (2002) para andlise de
intercalagdo de antibidticos antitumorais. Esta metodologia permite verificar se as
substancias antibidticas produzidas pelos actinomicetos apresentam intercalagdo na molécula

de DNA, caracterizando também uma possivel a¢cdo antitumoral da amostra.

4.7.1. Preparacéo do plasmideo pUC19

Seguindo metodologia descrita por Holmes & Quigley (1981) o plasmideo pUC 19
(2,7 Kb) foi extraido de uma linhagem de Escherichia coli DH5a cultivada em 5,0mL de
meio LB (Luria Broth) contendo ampicilina (100pg/mL) e incubada por 16 horas a 37°C.
Apos esse periodo uma aliquota de 3,0mL do meio LB foi centrifugada em tubo de

polipropileno de 1,5mL a 5.000g por 10 minutos.

O sobrenadante foi desprezado e o sedimento suspenso em 150uL de solucdo STET e
6,0uL de lisozima (20,0mg/mL). Em seguida o material foi aquecido em banho maria a 90°C

por 40 segundos e posteriormente o tubo foi colocado diretamente no gelo.

Novamente o conteido do tubo foi centrifugado a 12.000g por 15 minutos e o
sobrenadante transferido para outro tubo, onde acrescentou-se 150uL de isopropanol. Apds
homogeneizar e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente o material foi centrifugado a
12.000g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 0,5mL de
etanol 70,0% (-20°C). O DNA passou por um processo de secagem e na seqliéncia foi

ressuspenso em 30,0uL de dgua bidestilada autoclavada.

O plasmideo pUCI19 foi linearizado com a enzima de digestao ECoR1 (Invitrogen) para
um volume final de reagdo de 140uL, durante trés horas de incubacdo a 37°C. Uma aliquota

de 2,0pnL do material foi utilizada para a quantificacdo em gel de agarose a 1,0%.
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4.7.2. Capacidade de intercalacdo dos extratos na molécula de DNA

O ensaio para visualizar o efeito das substancias antibidticas sobre a molécula de DNA
consistiu na mistura do DNA plasmidial com os extratos crus produzidos a partir do
crescimento dos actinomicetos nos meios de cultura solido e liquido (Anexo I-G). Utilizou-
se como controle positivo uma solucdo contendo o DNA plasmidial acrescido de brometo de
etideo diluido em 4gua bidestilada autoclavada (1:75uL). O brometo de etideo ¢ um analogo
de base que se intercala na molécula de DNA e emite fluorescéncia violeta quando excitado
com luz ultravioleta (UV). Na sua presenca acontece uma reducdo da motilidade do DNA, e
esse retardo na corrida deve-se a0 aumento no tamanho e na rigidez das formas linear e
circular relaxada. O efeito intercalante ¢ mais pronunciado no DNA relaxado, pois nesse tipo
de conformagdo a presenga do brometo induz a formacdo de super-enovelamento positivo

(De-Souza 2003).

Os extratos crus (50,0uL) foram colocados em microtubos de polipropileno (1,5mL) e,
em seguida, realizou-se a secagem completa do contetido, por aquecimento, para retirada do
etanol e do acetato de etila, evitando que estas substancias interferissem no resultado final.
Posteriormente acrescentou-se 50,0ul. de cloroféormio a cada microtubo, sendo entdo
colocados em banho maria a 37°C por 15 minutos para eliminar as impurezas do extrato.
Novamente todo o contetido passou por um processo de secagem e foi ressuspenso em 8,0uL
de 4gua miliQ e 2,0 pL de DNA. A mistura foi incubada durante 15 minutos a 37°C em

banho maria.

Aplicou-se o volume total da reagdo acrescido de 1,0uL. de tampdo de amostra em gel
de agarose a 0,7% e foi colocado para correr em cuba de eletroforese contendo tampao TBE
0,5X. Adicionou-se em um dos pogos do gel o padrdo de peso molecular ladder 1Kb plus

(Gibco), em outro um controle negativo contendo somente o DNA e o tampao de amostra.

Apds o término da corrida, o gel foi corado em uma solu¢do de brometo de etideo
(10,0pg/mL). Uma diferenca de migra¢do na banda, em relagdo ao controle negativo indica

uma intercalagdo do antibidtico na molécula de DNA e sugere uma atividade antitumoral.

A composi¢do quimica dos meios de cultivo e dos reagentes utilizados nos ensaios

encontram-se no Anexo II.
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5. RESULTADOS




5. Resultados

5.1. Isolamento dos actinomicetos
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Neste estudo, um total de 50 morfoespécies de actinomicetos foram isoladas das oito

amostras de solo processadas. Das morfoespécies, 26 (52,0%) foram obtidas a partir das

amostras coletadas de solos de Cerrado e 24 (48,0%) de solos de Mata Atlantica. Dos isolados

obtidos a partir de solo de Cerrado 11 (42,3%) apresentaram afinidade somente pela xilose,

sete (27,0%) somente pelo KCI em tampao fosfato e oito (30,7%) apresentavam afinidade por

ambos os quimioatraentes. Daqueles obtidos a partir de solo de Mata Atlantica 14 (58,3 %)

apresentaram afinidade somente pela xilose, trés (12,5 %) pelo KCI em tampao fosfato e sete

(29,2%) por ambos (Tabela 1).

Tabela 1 — Total de morfoespécies de actinomicetos por amostra de solo e afinidade quimica

dos isolados

N° Total de Afinidade
Regido
Isolados Xilose KCl Ambos
Bosque Rudyard Kipling 13 9 4 -
g Parque Ecologico de Goiania 3 - - 3
g DERMU COMPAV 3 1 2 -
- Associacao dos docentes UFG 7 1 1 5
Subtotal 26 (52,0%) 11 (42,3%) 7(27,0%) 8 (30,7%)
5 Cachoeiro do Itapemirim 7 - - 7
;% Cafezal Timbo 5 5 - -
% Costao do Santinho 6 6 - -
§ Canavial Marataizes 6 3 3 -
Subtotal 24 (48,0%) 14 (58,3%) 3 (12,5%) 7(29,2%)

Total

50 (100%)

25 (50,0%)

10 (20,0%) 15 (30,0%)
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5.2. Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA)

Todos os MRSA utilizados como microrganismos indicadores nesta pesquisa
apresentaram resisténcia a maioria dos antimicrobianos avaliados, incluindo antibidticos nao
B-lactamicos e a oxacilina, sendo, portanto, confirmada a caracterizacdo como MRSA, a
multirresisténcia a antimicrobianos (Figura 6), bem como a presenga dos genes mecA e femB
pela técnica de PCR (Figura 7).

A Tabela 2 apresenta o perfil de suscetibilidade dos MRSA pelo método automatizado
(MicroScan®), demonstrando que dos 19 antimicrobianos avaliados, estes microrganismos
apresentaram sensibilidade somente a vancomicina, linezolida, rifampicina, sinercid e

gatifloxacina.

Figura 6 — Padrao de resisténcia do isolado CA-MRSA3 pelo método de difusdo de disco.
Discos contendo os antimicrobianos: 1 = eritromicina; 2 = clindamicina; 3 = vancomicina; 4 =
teicoplanina; 5 = linezolida; 6 = sulfametoxazol-trimetoprim; 7 = ciprofloxacina; 8 =
rifampicina; 9 = amicacina; 10 = penicilina G; 11= cefoxitina; 12 = azitromicina; 13
oxacilina.
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620pb
femB

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose do produto de amplificacdo dos genes femB ¢
mecA pela técnica de PCR para os isolados MRSA. C+ = controle positivo S. aureus ATCC
49476, L = padrdo de massa molecular (DNA lambda digerido com a enzima Hind III);
Coluna 1 = CA-MRSATI; Coluna 2 = CA-MRSA2; Coluna 3 = CA-MRSA3; Coluna 4 = CA-
MRSA4; Coluna 5 = CA-MRSAS; Coluna 6 = CA-MRSA6; Coluna 7 = CA-MRSA7; Coluna
8 = HA-MRSAI; Coluna 9 = HA-MRSAZ2; Coluna 10 = HA-MRSA3.
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Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade dos isolados MRSA pelo método automatizado (MicroScan®)

Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
Amostras

Amx AmS Amp Cfz Ctx Cip Cli Eri Gat Gen Lev Lin Oxa Pen Rif Sin Tet Smt Van

CA-MRSA1 R R R R R R R R R R R S R R R R R R S
CA-MRSA2 R R R R R R R R S I I S R R S S R R S
CA-MRSA3 R R R R R R R R S R R S R R S S R R S
CA-MRSA4 R R R R R R R I R I R S R R S S R R S
CA-MRSAS5 R R R R R R R I S R I S R R S S R R S
CA-MRSA6 R R R R R R R R R R R S R R S R R S S
CA-MRSA7 R R R R R R R R R R R S R R R R R R S
HA-MRSA1 R R R R R R R R S R I S R R S S S R S
HA-MRSA2 R R R R R R R R R R R S R R S S R R S
HA-MRSA3 R R R R R R R R S R I S R R S S R R S

Amx = amoxacilina + acido clavulanico; AmS = amplicilina + sulbactam; Amp = ampicilina; Cfz = cefazolin; Ctx = ceftriaxona; Cip = ciprofloxacina; Cli = clindamicina; Eri
= eritromicina; Gat = gatifloxacina; Gen = gentamicina; Lev = levofloxacina; Lin = linezolida; Oxa = oxacilina; Pen = penicilina; Rif = rifampicina; Sin = sinercid; Tet =
tetraciclina; Smt = sulfametroxazol/trimetoprim; Van = vancomicina; R = resisténcia; I = resisténcia intermediaria; S = sensibilidade a droga.
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5.3. Atividade antimicrobiana dos actinomicetos

Todas as morfoespécies de actinomicetos tiveram sua atividade antimicrobiana in vitro
avaliada inicialmente frente a cepas-padrdo gram-positivas e gram-negativas. A partir dos
resultados obtidos, verificou-se que o espectro de atividade destes actinomicetos foi maior
frente a bactérias gram-positivas, sendo que do total de isolados, 11 (22,0%) inibiram o
crescimento de pelo menos 2 microrganismos-padrao. Quanto aos gram-negativos, constatou-
se que 6 (12,0%) isolados atuaram frente a A. tumefasciens e somente o RKX13 inibiu o
crescimento da E. coli. Os actinomicetos que apresentaram atividade antimicrobiana sobre a
cepa-padrao de S. aureus ATCC29737 (sensivel a meticilina) prosseguiram nos testes de
avaliacdo da atividade antimicrobiana, sendo que dos 11, sete (63,3%) mantiveram o bom
resultado quando seu produto metabolico foi avaliado frente aos MRSA.

As sete morfoespécies foram caracterizadas quanto a coloragao dos micélios e producao
de pigmento no meio de cultura onde apresentou os melhores resultados de produgdo de
massa micelial e inibicdo dos MRSA indicadores. As caracteristicas das colonias destes
actinomicetos podem ser observadas na Tabela 3 e Figura 8. Os resultados dos didmetros dos
halos de inibicdo do crescimento dos MRSA gerados por cada actinomiceto em agar AC e
ISP-2 podem ser observados na Tabela 4. A Figura 9 mostra que os agares AC e ISP-2,

utilizados como controles-negativos, nao influenciaram nos resultados.

Tabela 3 — Caracteristicas macroscopicas do cultivo dos actinomicetos que inibiram in vitro o
crescimento dos MRSA indicadores.

Isolado Procedéncia M‘eio e Pigmento Micclio de Micclio
Cultivo Ideal Substrato Aéreo
OCTX4 Mata Atlantica AC - Branco Branco
PEG3 Cerrado AC Violeta Violeta Branco
RKX3 Cerrado AC Amarelo Amarelo Branco
RKX13 Cerrado AC - Branco Cinza
RKF3 Cerrado AC - Branco Branco
RKF7 Cerrado ISP-2 Rosa Rosa Rosa
RKF8 Cerrado ISP-2 - Amarelo Branco

AC = agar amido-caseina; ISP-2 = agar International Streptomyces Project.
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Figura 8 — Caracteristicas macroscopicas do cultivo de alguns actinomicetos isolados. A)
PEG3: micélio aéreo e verso da colonia (agar AC); B) RKX3: micélio aéreo e verso da
coldnia (4gar AC); C) RKF7 micélio aéreo (agar ISP-2) e D) RKF3 micélio aéreo (agar AC).
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Tabela 4 — Comparagdo do didmetro dos halos de inibi¢ao do crescimento dos MRSA gerados pelo actinomicetos em agar AC e ISP-2. Técnica
de Plugs

Diametro dos halos de inibigao (mm) do crescimento dos MRSA

Amostra CAl CA2 CA3 CA4 CAS CAG6 CA7 HAl HA2 HA3
Al A I A I A I A I A I A I A 1 A I A I
RKX3 23 22 19 18 20 17 21 16 20 17 19 17 19 19 22 21 20 20 21 20
RKX13 17 15 20 13 18 12 20 12 19 12 18 11 18 10 15 13 15 15 15 15
RKF3 16 12 15 13 14 12 16 13 15 13 14 11 14 12 16 11 11 12 12 13
RKF7 21 17 17 18 16 22 17 22 16 21 17 22 16 21 16 16 17 18 16 17
RKFS 15 15 13 17 12 17 13 16 12 17 13 20 12 18 15 13 14 13 12 10
OCTX4 6 15 13 12 13 12 15 13 13 12 11 11 12 12 17 15 15 13 15 15
PEG3 15 13 11 10 13 10 11 11 12 10 12 10 13 11 13 13 13 11 11 11
AC S L oL
ISP-2 S L oL

CA = CAMRSA; HA = HAMRSA; A = agar AC; I = 4gar ISP-2; AC = plug contendo somente o dgar amido-caseina (controle negativo); ISP-2 = plug contendo somente o
agar ISP-2 (controle negativo); — = auséncia de atividade antimicrobiana.
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Figura 9 - Halos de inibi¢do do crescimento do CA-MRSAS5 produzido por cada actinomiceto
(em seu meio de cultivo ideal) avaliado pela técnica de plugs. AC = controle negativo do agar
amido-caseina; ISP-2 = controle negativo do dgar ISP-2

5.4. Atividade antimicrobiana dos extratos crus

Neste estudo, os sete actinomicetos que apresentaram atividade antimicrobiana frente
aos MRSA tiveram suas substancias bioativas extraidas. Os extratos crus (ECS e ECL) foram
obtidos a partir do crescimento dos isolados no meio de cultura em que apresentou os
melhores resultados quanto a inibi¢do dos microrganismos indicadores. Tal procedimento foi
realizado com o objetivo de otimizar a producdo de antibidticos pelos isolados. Desta forma
tivemos RKX3, RKX13, RKF3, OCTX4 e PEG3 cultivados em 4gar e caldo AC e os isolados
RKF7 e RKF8 em agar e caldo ISP-2.

A avaliag¢do da atividade antimicrobiana dos extratos crus foi realizada pela técnica de
difusdo em pogo, o que nos permitiu verificar que apenas RKF8 e OCTX4 apresentaram

melhores resultados a partir do ECS, sendo que para os demais isolados o ECL produziu
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maiores halos de inibicdo do crescimento dos MRSA tanto comunitarios quanto hospitalares.
Faz-se necessario enfatizar a superioridade da acdo antibiotica dos extratos (ECS e ECL)
quando comparados a atividade produzida pela técnica dos plugs. Tal fato pode ser
comprovado analisando-se o didmetro dos halos de inibicdo dos MRSA obtida em cada

técnica (Tabela 4 e Tabela 5).

E importante mencionar que os solventes utilizados na producdo dos extratos crus
(etanol em ambos os extratos e acetato de etila no ECL) ndo mostraram interferéncia nos

resultados (Figura 10).

Figura 10 - Halos de inibigdo do crescimento do HA-MRSA?2 produzidos pelos extratos crus
(ECL) dos actinomicetos avaliados pela técnica de difusdo em pogo.
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Tabela 5 — Comparagdo do didmetro dos halos de inibi¢ao do crescimento dos MRSA gerados pelos extratos crus obtidos do crescimento dos
actinomicetos em meio solido (ECS) e liquido (ECL). Técnica de Difusdo em Pogo.

Diametro dos halos de inibigao (mm) do crescimento dos MRSA

Amostra CAl CA2 CA3 CA4 CAS CA6 CA7 HAI HA2 HA3

ECS ECL ECS ECL ECS ECL ECS ECL ECS ECL ECS ECL ECS ECL ECS ECL ECS ECL ECS ECL

RKX3 27 30 26 29 27 28 26 30 27 30 27 27 25 30 22 26 21 28 21 30
RKX13 22 27 23 25 23 25 21 26 23 27 20 25 22 28 22 25 21 25 23 27
RKF3 24 27 22 25 24 25 22 25 24 26 24 27 21 26 21 22 20 25 21 24
RKF7 20 19 19 20 21 20 20 21 21 20 20 23 19 21 22 20 17 17 19 20
RKF8 23 18 21 19 23 18 19 15 23 16 22 18 20 13 22 18 15 14 19 17
OCTX4 22 17 17 17 19 17 18 18 21 17 16 16 17 16 18 17 16 14 18 20
PEG3 17 17 15 15 17 16 13 17 16 16 14 17 14 17 17 16 13 16 17 18
Etanol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

A. etila ¥ - ¥ - ¥ - ¥ - ¥ - ¥ - ¥ - ¥ - ¥ - ¥ -

CA = CA-MRSA; HA = HA-MRSA; ECS = extrato obtido a partir do crescimento dos actinomicetos em meio sélido; ECL = extrato obtido a partir do crescimento dos
actinomicetos em meio liquido; A. etila = acetato de etila; - = auséncia de atividade antimicrobiana; ¥ = ndo avaliado.
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5.5. Atividade citotoxica dos extratos crus

Os extratos crus produzidos pelos sete actinomicetos com atividade antimicrobiana
foram avaliados quanto a atividade citotoxica utilizando a metodologia que emprega naupilos
de Artemia salina como indicadores. Os valores de dosagem letal média (DLs) foram obtidos
por analise de regressdao dos resultados de porcentagem de mortalidade dos ndupilos e estdo

apresentados na Tabela 6.

Dos extratos avaliados, somente aquele produzido pelo isolado PEG3 apresentou
citotoxidade em baixa concentragdo (DLsy = 78,13ppm), os demais ndo se apresentaram

citotoxicos por este método, com valores de DLsj superiores a 1.000 ppm.

Foram observadas grandes varia¢des nos valores de DLs para os extratos (ECS e ECL)

obtidos do mesmo isolado.

Tabela 6 — Valores de Dosagem Letal Média (DLs) para os extratos crus avaliados

Dosagem Letal Média (DLsg) em ppm*

Actinomicetos

ECS ECL
RKX3 1.500 3.000*
RKX13 1.500 2.500*
RKF3 4.500 5.000*
RKF7 4.500* 3.000
RKF8 4.000 18.000*
OCTX4 >20.000* 7.500
PEG3 3.000* 78,13

ECS = extrato obtido a partir do crescimento dos actinomicetos em meio solido;
ECL = extrato obtido a partir do crescimento dos actinomicetos em meio liquido;
* partes por milhdo;

¥ = valor de DLs, que representa a menor citotoxidade.
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5.6. Intercalacdo dos extratos crus na molécula de DNA

Todos os extratos que apresentaram atividade antimicrobiana foram avaliados pela
técnica de gel shift. Os extratos crus (ECS e ECL) do isolado RKF8 apresentaram capacidade
de intercalar na molécula de DNA, mas os melhores resultados foram observados para os
extratos (ECS e ECL) obtidos dos isolados RKX3 e RKX13 que demonstraram intercalar na
molécula de DNA, o que pode ser observado devido a diferenca significativa de deslocamento
do DNA quando associado aos extratos produzidos por ambos os isolados, em comparagdo

aos controles (Figura 11).

L c- C+ 1 2 3 4 5 6 7 C+ L

Figura 11 — Perfil de migragdo do DNA em gel de agarose 0,7% submetido a eletroforese
utilizando amostras de extratos crus (ECL) obtidos dos actinomicetos que apresentaram
atividade antimicrobiana frente aos MRSA indicadores. L = marcador de massa molecular
(Ladder 1Kb); C — = controle negativo; C+ = controle positivo; Coluna 1 = RKX3; Coluna 2
= RKX13; Coluna 3 = RKF3; Coluna 4 = RKF7; Coluna 5 = RKFS; Coluna 6 = OCTX4;
Coluna 7 = PEG3.
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6. DISCUSSAO
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6. Discussao

6.1. Isolamento dos actinomicetos

Neste estudo em que foi utilizado o método quimiotatico para obtencdo dos esporos de
actinomicetos e o dgar amido-caseina (pH= 7,0) para o isolamento, observou-se um maior
numero de isolados obtidos a partir das amostras de solo de Cerrado (n=26) em comparacao
aos de Mata Atlantica (n=24), mas estes numeros ndo denotam uma diferenga expressiva,
possivelmente pelo fato de que todas as regides de coleta apresentavam riqueza em matéria
organica, apesar das diferencas nas condi¢cdes ambientais, incluindo vegetacdo, caracteristicas

fisico-quimicas dos solo e periodo sazonal em que foram coletadas as amostras.

Poucos estudos sobre a quantificacdo de actinomicetos em solos tém sido desenvolvidos
no Brasil. Coelho (1976) obteve 120 actinomicetos a partir de solos de Cerrado utilizando
cinco meios de cultura distintos (4gar-amido, agar amido-caseina, agar glicose-asparagina,
agar albumina e agar quitina), cada meio em dois pHs diferentes (5,5 ¢ 6,5), na presenca e
auséncia de antifingico. Em um estudo mais recente Coelho et al. (1995) isolaram 84
actinomicetos, sendo 56 (66,7%) obtidos de solos de duas regides de Cerrado e 28 (33,3%) de
solo da Floresta da Tijuca. Na pesquisa os autores utilizaram quatro meios de cultivo (agar
amido, agar amido-caseina, agar peptona-glicerol e agar nitrato-glicerol) para as amostras de
solos de Cerrado e dois meios (dgar amido-caseina e agar glicerol-asparagina) para a amostra
de solo da Floresta da Tijuca e o pH 7,0 foi utlizado para todos os meios. Estes nimeros de
parecem contrastar com os de nosso estudo, mas a superioridade de isolados obtidos por
Coelho deve-se, em parte, a metodologia empregada, que ¢ de diluicao seriada e esta técnica €
considerada ndo seletiva quando comparada ao método quimiotatico que ¢ especifico para os
Actinoplanetes, além da maior variedade de meios e condigdes de cultivo utilizados pela

autora.

Entretando baixas taxas de isolamento ja foram descritas por outros autores. Gonella
(2003) utilizou o método quimiotatico para obtencdo dos esporos de Actinoplanes a partir de
trés diferentes solos brasileiros. A referida autora usou o agar amido-caseina em pH 7,0 e
obteve 11 isolados, sendo seis (54,54%) de solos de Cerrado, quatro (36,36%) de Mata

Atlantica e um (9,0%) de regido de Restinga. E importante mencionar o maior niimero de
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isolados a partir de solos de Cerrado em comparagdo com os de Mata Atlantica, dados que

concordam com aqueles encontrados em nosso estudo.

A literatura relata que taxas variaveis de crescimento sdo freqlientemente vistas em
populagdes microbianas de diferentes solos e a falta de conhecimento sobre a diversidade
microbiana em amostras ambientais deve-se em grande parte aos métodos tradicionalmente
utilizados para o isolamento e cultivo de microrganismos em laboratorio (Ranjard et al. 2000),
uma vez que apenas uma pequena fracdo dos organismos na natureza (em torno de 0,1% do
total da populagao) ¢ cultivavel pelo uso de técnicas microbioldgicas de rotina (Torsvik et al.
1990; Amann et al. 1995). Os microrganismos geralmente apresentam diferentes
requerimentos nutricionais, que muitas vezes ndo sao supridos pelo meio de cultura. Portanto,
uma amostragem representativa de microrganismos do solo é complexa, devido a grande
diversidade de solos com diferentes propriedades fisico-quimicas e os resultados de
distribuicao e densidade de uma populagdo microbiana, bem como producao de substancias
bioativas sdo diretamente afetados pela escolha do meio de cultivo (Hopkins et al. 1991;

Pimm et al. 1995; Felske et al. 1997; Vieira & Nahas 2005).

Os resultados obtidos em nossa pesquisa sugerem que os isolados, tando de regides de
Cerrado quanto de Mata Atlantica, apresentaram uma maior afinidade quimica pela xilose em
comparagdo com o KCIl em tampao fosfato. Observacdo semelhante foi obtida por Hayakawa
et al. (1991) em um estudo que utilizou o método quimiotatico para avaliar diferentes
substancias quimicas com potencial para atrair esporos de Actinoplanes e Dactylosporangium.
Os autores verificaram que compostos organicos como aminoacidos, compostos aromaticos e
acucares, que sao encontrados no solo, podem agir, da mesma forma que o KCl, como
quimioatraentes para esporos moveis de actinomicetos. Nesse estudo a y-colidina (10'M)
atraiu os zodsporos de todos os 10 (100,0%) actinomicetos avaliados, oito (80,0%)
apresentaram quimiotaxia pela xilose (10?M) e apenas cinco (50,0%) demonstraram afinidade

pelo KCI1 (102M).

Este fato pode ser justificado levando-se em consideracdo que a xilose ¢ um dos maiores
componentes das pentosanas, sendo excretada pelas raizes dos vegetais, e foi sugerida por
Parenti & Coronelli (1979) como sendo a fonte priméaria de energia na natureza,
especialmente para os Actinoplanes, pelo fato de que estes microrganismos produzem a xilose

isomerase de forma constitutiva, tendo, portanto, um papel fundamental na degradacao de
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residuos de plantas e animais. Tais microrganismos, em seu ambiente natural, utilizam a

afinidade quimica pela xilose para se mover em direcdo a uma fonte potencial de alimento.

Palleroni (1976b) estudando a resposta quimiotatica de 16 Actinoplanes verificou que
sete (43,75%) destes microrganismos eram atraidos pelos ions cloreto. Os achados deste
trabalho serviram como base para o método de isolamento desenvolvido para os
actinomicetos do género Actinoplanes e Dactylosporangium. Entretanto, o mesmo autor
observou que actinomicetos que ocorriam em desertos e solos aridos ndo utilizavam ions
cloreto e nao apresentavam afinidade pelo KCI, sugerindo que esta ndo era uma substancia
universal para todos os representantes do grupo e que as caracteristicas fisico-quimicas do
solo que o microrganismo ¢ proveniente também devem ser consideradas para a escolha do

quimioatraente (Palleroni 1980).

6.2. Staphylococcus aureus meticilino- resistentes (MRSA)

Os CA-MRSA e HA-MRSA utilizados neste estudo apresentaram uma multirresisténcia
e foram caracterizados como detentores dos genes femB e mecA. Estes genes tém sido
detectados em cepas de S. aureus resistentes a meticilina/oxacilina por meio de técnicas
moleculares, como a rea¢do em cadeia da enzima polimerase — PCR (Michel & Gutmann
1997). Senna et al. (1996) relataram que este método oferece maior eficacia e seguranca
quando comparados com os métodos tradicionais de identificacdo bacteriana utilizados na
rotina laboratorial. Além disso, com a técnica de PCR ¢ possivel identificar MRSA em cerca
de 18 horas, apresentando-se assim, como uma alternativa, quando necesséria, de
identificacdo mais rapida.

Staphylococcus aureus apresentando resisténcia a meticilina foi escolhido como
microrganismo indicador para esta pesquisa devido aos vdrios atributos patogénicos que
possui, o que lhe confere enorme relevancia no cendrio clinico atual. A emergéncia de MRSA
com progressiva multirresisténcia representa um novo desafio no tratamento de doencas
infecciosas e, portanto um problema de satde publica, tendo em vista a gravidade das
infeccdes, as elevadas taxas de morbimortalidade, o arsenal toxigénico Unico, a maior
viruléncia e ampla capacidade de disseminagdo destes microrganismos, o que demanda um

maior controle e vigilancia para o uso racional dos antimicrobianos atualmente em uso, bem
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como a busca por novas opg¢des terapéuticas em face da atual antibioticoterapia limitada

(Lowy 1998; Betriu et al. 2000; Bukharie et al. 2001; Chambers 2001; Buescher 2005).

6.3. Atividade antimicrobiana dos actinomicetos

Dos 50 actinomicetos isolados 11 (22,0%) apresentaram a capacidade de inibir o
crescimento da cepa-padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 29737 (sensivel a meticilina) e
destes, 7 (63,3%) mantiveram a atividade quando avaliados frente aos MRSA. Tais resultados
sugerem que, possivelmente, os actinomicetos que ndo mantiveram os resultados de atividade
antibacteriana (n=4) produzem uma substancia antibiotica para a qual a cepa-padrio apresenta
sensibilidade, mas os MRSA ja possuem resisténcia. Para os demais isolados (n=7) supde-se
que sejam produtores de moléculas bioativas com potencial para o desenvolvimento como
novos antibidticos, ou de antibidticos ja descobertos, mas para os quais os MRSA ainda ndo

desenvolveram resisténcia.

Verificou-se que dos sete actinomicetos que apresentaram atividade antibacteriana
frente aos MRSA, apenas um ¢ proveniente de solo de Mata Atlantica, demonstrando que
apesar de ambos os solos apresentaram numero semelhante de isolados, os solos de Cerrado
forneceram um numero maior de microrganismos com as caracteristicas desejadas nesta
pesquisa, 0 que caracteriza os solos deste bioma como uma promissora fonte para a pesquisa

de novas e variadas moléculas, especialmente com caracteristicas farmacologicas.

Observou-se que os actinomicetos isolados nesta pesquisa apresentaram crescimento
abundante com maior quantidade de massa micelial e maior expressdo de atividade
antimicrobiana quando previamente cultivados em agar AC. Tal fato justifica-se pelos
diferentes constituintes presentes nos meios de cultura, o que pode influenciar tanto no
desenvolvimento do microrganismo quanto na producao das moléculas bioativas (Piret &

Demain 1988).

O agar AC utilizado neste estudo possui o amido e a caseina como constituintes
principais e Kiister & Williams (1964) mencionam que os melhores meios que permitem um
bom desenvolvimento dos actinomicetos, enquanto suprimem o crescimento de outras
bactérias, sdo aqueles contendo amido ou glicerol como fonte de carbono e caseina, arginina

ou nitrato como fonte de nitrogénio. De acordo com Korn-Wendish & Kutzner (1992), o
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amido ¢ degradado por muitos, se nao todos, os actinomicetos, servindo como uma fonte
seletiva de carbono. A combinacdo de amido com nitrato, que ¢ utilizado por muitos
actinomicetos como fonte de nitrogénio, ¢ especialmente favoravel para o isolamento destes

organismos.

He et al. (1995) analisando a produ¢do de armentomicina por Streptomyces armentosus,
também observaram que a produgdo deste antibidtico foi influenciada pela concentragdo de
amido presente no meio (diferentes relacdes carbono/nitrogénio). Em contrapartida, Lyra et
al. (1968) demonstraram que a glicose foi a melhor fonte de carbono para a producao de
rentamicina por Streptomyces olindensis. Vale ressaltar que o agar ISP-2 utilizado em nossa
pesquisa apresenta a glicose como principal componente e os isolados RKF7 e RKFS8

demonstraram melhores resultados de producao de antibidtico quando cultivados neste meio.

A literatura apresenta vdarios estudos demonstrando o fendmeno de repressdo na
produgdo de antibidticos quando sdo utilizados diferentes meios de cultura. Tal repressdo
pode ser conseqiiéncia da presenga de uma fonte de carbono facilmente assimilada. A glicose
tem sido comumente aplicada como uma excelente fonte de carbono para o crescimento dos
actinomicetos (Sujata et al. 2005), mas, em alguns casos, pode interferir negativamente na
produgdo de metabdlitos secundarios (Furlan 1997; Furlan 2002), tendo sido reportada como
repressora momentanea da produgdo de eritromicina por Saccharopolyspora erythrae ¢
atuando na repressao da sintese de actinomicina por Streptomyces antibioticus (Doull &
Vining 1990).

Uma observagdo que merece ser mencionada ¢ que todos os MRSA avaliados neste
estudo mostraram-se sensiveis a agdo das substancias antibioticas produzidas pelos sete
actinomicetos. Apesar das diferentes origens (comunidade e unidade hospitalar) os MRSA
ndo apresentaram grandes diferengas quanto a susceptibilidade aos produtos do metabolismo
secundario dos actinomicetos avaliados, o que sugere um grande potencial destes
actinomicetos para a produgao de substancias antibidticas que inibem tanto o crescimento de

CA-MRSA quanto de HA-MRSA.

Vérios autores pesquisam a ac¢do antimicrobiana de actinomicetos frente aos mais
variados patogenos (Ouhdouch et al. 2001; Pandey et al. 2004; Sacramento et al. 2004;
Boudemagh et al. 2005; Zitoune et al. 2005; El-Sersy & Abou-Elela 2006) e Staphylococcus
aureus tem sido o microrganismo indicador em intimeras pesquisas, mas o percentual de

actinomicetos apresentando produgdo de antibidtico frente a este microrganismo tem sido
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bastante heterogénio, sendo que taxas de 10,0% (Oskay et al. 2004), 20,0% (Pandey et al.
2004) e 40,0% (Basilio et al. 2003) ja foram descritas para as mais diferentes regides

geograficas.

Na busca por microrganismos produtores de antibidticos com atividade frente a MRSA,
Wink et al. (2003) isolaram 3 actinomicetos de solos indianos. Estes microrganismos foram
considerados produtores de antibidticos glicopeptideos e a andlise génica do 16S rDNA
demonstrou pertencerem ao género Amycolatopsis, sendo caracterizadas trés novas espécies:
Amycolatopsis balhimycina sp. nov., A. tolypomycina sp. nov., e A. vancoresmycina sp. nov.
O antibidtico encontrado, denominado vancoresmicina, apresentou atividade antimicrobiana
frente a cepas de Enterococcus faecium resistentes a vancomicina (Hopmann et al. 2002).
Semelhante ao isolado RKX3 obtido em nosso estudo, duas destas novas espécies
(Amycolatopsis balhimycina sp. nov. ¢ A. vancoresmycina sp. nov.) apresentaram micélio

aéreo branco e micélio de substrato amarelo.

Uma pesquisa realizada por Kitouni et al. (2005) avaliou a produgdo de antibidticos por
actinomicetos isolados de solos da regido semi-aridas do Saara na Algéria. Nesta avaliagdao
foram isolados 25 actinomicetos dos quais 8 (32,0%) apresentaram atividade antimicrobiana
frente a S. aureus ATCC 25923 e S. aureus Mu50 resistente a vancomicina. O estudo
conduzido pelo referido autor demonstrou que mesmo uma regido considerada extrema,
devido a elevada salinidade e natureza arenosa, pode possuir microrganismos com
capacidades para a produgdo de antibidticos, tal qual os solos da regido de Cerrado, que
apesar de possuirem acidez generalizada, baixo teor de nutrientes minerais e elevado teor de
aluminio, também apresentaram, em nossa pesquisa, um numero significativo de

microrganismos com capacidade antibidtica frente a MRSA multirresistentes.

Recentemente foi descoberto um novo antibidtico denominado platensimicina
(C24H27NO57) produzido por Streptomyces platensis um actinomiceto isolado a partir de uma
amostra de solo de regido savanica da Africa do Sul. A platensimicina demonstrou forte
atividade antimicrobiana frente a bactérias gram-positivas, incluindo MRSA, S. aureus com
resisténcia intermedidria & vancomicina (VISA) e Enterococcus sp. resistente a vancomicina.
Este antibiotico apresentou como alvo a biossintese de acidos graxos, possuindo amplo
espectro de atividade, eficiéncia in vivo ¢ baixa toxicidade (Wang et al. 2006). A savana
africana apresenta inimeras similaridades com a nossa regido de Cerrado e a descoberta de
um novo antibiotico a partir de solos daquela regido afirma que nossos achados sinalizam uma

necessidade de estudos mais aprofundados sobre os microrganismos presentes em solos de
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Cerrado, que em termos cientificos ainda ¢ pouco explorado e possivelmente alberga

microrganismos com desconhecidas potencialidades farmacoldgicas.

6.4. Atividade antimicrobiana dos extratos crus

Neste estudo foi observada uma maior atividade antimicrobiana do ECL em detrimento
do ECS, o que pode ser justificado levando-se em consideragdo que o crescimento em meio
de cultura liquido ocorreu em shaker a uma aeragdo constante, fato que pode ter
potencializado a producdo de metabolitos secundarios pelos isolados. Alguns autores
consideram que além dos constituintes, o pH, a temperatura, o teor de oxigénio e o estado
fisico (solido ou liquido) do meio de cultura também interferem no crescimento e producao
de metabdlitos secundarios (Omoto et al. 1979; Shomura et al. 1979; Ordufia & Theobald
2000).

Leitdo et al. (1997) verificaram que o suprimento ¢ a concentracdo de oxigénio sdo
variaveis criticas para a produgdo da cefamicina C e cefalosporina C por Nocardia
lactamdurans. Os pesquisadores concluiram que a redugdo dos niveis de oxigénio levou ao
acimulo de intermedidrios, indicando a baixa eficiéncia da conversdo destes no produto

final, com queda significativa no rendimento do processo.

Faz-se necessario enfatizar a superioridade da ag@o antibiotica dos extratos crus (ECS e
ECL) quando comparados a atividade produzida pela técnica dos plugs. Os halos de inibi¢ao
do crescimento dos MRSA a partir da acdo dos extratos foram bem maiores, fendmeno que
pode ser explicado levando-se em consideragdao dois fatores: a) o estado fisico do extrato,
que ¢ liquido, permitindo uma maior difusao da substancia bioativa, ao contrario dos plugs,
que encontravam-se em estado solidificado (Omoto et al. 1979; Shomura et al. 1979); b) os
extratos foram produzidos em rotavapor, portanto, considerando inicialmente o ECL, tem-se
que os 50,0mL do caldo apods o crescimento dos actinomicetos resultaram em 5,0mL, o que
nos remete a uma concentragdo do extrato em 10 vezes ap0ds a rotoevaporacdo, € no caso do
ECS os 15,0mL iniciais da dilui¢do da massa micelial em etanol resultaram em 5,0mL, ou
seja, um extrato trés vezes concentrado. Esta concentracdo ndo ocorre na técnica que envolve
a confec¢dao dos plugs, onde a substancia bioativa estd menos concentrada (Omoto et al.

1979; Orduna & Theobald 2000).
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Diante dos resultados obtidos ficou caracterizada a producdo de substincias naturais
pelos actinomicetos com acao antibiotica frente aos MRSA provenientes da comunidade e de
ambiente hospitalar. Vale mencionar que a busca por antibidticos efetivos frente a bactérias
patogénicas multirresistentes tem atualmente direcionado uma importante area da pesquisa.
(Sujatha et al. 2005). Além disso, a atividade antibidtica ¢ de valor extraordindrio no
combate e controle de uma variedade de doengas infecciosas, conseqiientemente, aqueles
metabolitos secundarios identificados como antibidticos tém sido considerados detentores de
um papel interessante no ambito da saude publica, por apresentar perspectivas de reduzir as
taxas de morbidade da populacdo, e na natureza, por exemplo, proporcionando um
crescimento seletivo ao organismo, para que este possa competir com outros em ambientes

particulares (Kitouni et al. 2005; Boudejella et al. 2006).

6.5. Atividade citotdxica dos extratos crus

Considerando-se os valores de dosagem letal média (DLsg) encontrados neste estudo,
constatamos que somente o extrato (ECL) obtido do isolado PEG3 apresentou citotoxidade
em baixa concentracdo, o que inviabiliza o seu uso como antibiotico, porém sugere que este

extrato possua substancias com potencial atividade antineoplasica.

As variagdes nos valores obtidos de DLsy para ambos os extratos crus (ECL e ECS)
obtidos dos mesmos microrganismos pode ser justificada considerando-se as diferentes
metolodogias de cultivo para obten¢do dos extratos, além do fato de que estes extratos
encontram-se em um estado ainda nao purificado e as substancias, ainda nao identificadas,

presentes nestes extratos podem estar influenciando nestes resultados.

Confrontando os dados obtidos para ambos os extratos crus (ECL e ECS) constata-se
que o ECL dos isolados RKX3, RKX13 e RKF3 foram os que apresentram melhores
resultados com maior atividade antimicrobiana, bem como uma baixa citotoxidade. Estes
dados sdo bastante promissores nesta etapa preliminar de busca de substancias antibidticas,
tendo em vista que, pelo principio de toxicidade seletiva, um antimicrobiano ideal deve ser
toxico para o patdégeno, sem, contudo, sem toxico para a célula hospedeira (Amato Neto et al.

2000).
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A metodologia que utiliza Artemia salina para determinar os efeitos citotoxicos de
extratos tem sido bastante utilizada nos mais diversos campos de pesquisa como método
alternativo para uso de animais de laboratorio. Parra et al. (2001) realizaram um estudo para
comparar os valores de dosagem letal (DLsy) obtidos pela metodologia utilizando A. salina,
com as concentragdes letais (CLsg) encontradas ao utilizar animais de laboratdrio. Na pesquisa
os autores determinaram os valores de citotoxidade para extratos de 20 plantas diferentes,
encontrando uma boa correlacdo entre os dados fornecidos pelas duas metodologias (r=0.85
p<0,05) e sugerem A. salina como uma importante ferramenta, cuja metodologia ¢ rapida,
simples e pratica, além de apresentar um baixo custo e permitir a avaliagdo de um grande
numero de amostras ao mesmo tempo. Todavia esta metodologia ndo permite uma elucidacao
do mecanimso de a¢do da substancia bioativa e nem fornece informagoes sobre as estruturas
afetadas pela molécula bioativa, funcionando apenas como uma triagem citotdxica inicial

(Krishnaraju et al. 2005).

Apesar das dificuldades enfrentadas pelos projetos de pesquisa que visam a descoberta
de novos produtos naturais, atualmente a pressdo por novas moléculas com diferentes
mecanismos de agdo e baixa toxicidade justifica esforgos cientificos no sentido de se
identificar microrganismos potenciais produtores de antibioticos. Estes microrganismos no
futuro poderdo ser estudados de forma detalhada e seus compostos isolados, purificados,

caracterizados e sintetizados.

6.6. Intercalacdo dos extratos na molécula de DNA

A atividade antimicrobiana ¢ muito utilizada nos laboratérios como um dos testes
primarios dentro de programas de triagem de novas moléculas antitumorais. Porém, estes
ensaios ndo reproduzem a real atividade biologica destas moléculas como antitumorais, o que
levou a criagdo do método de gel shift que avalia alteragdes na migragdo de uma amostra de
DNA no gel de agarose. A técnica ¢ extremamente util, rapida, de baixo-custo e apresenta

uma grande confiabilidade (Furlan 2002).

Em nosso estudo os extratos crus obtidos dos isolados RKX3 e RKX13 apresentaram
capacidade de intercalagdo, o que pode ser observado devido a diferenca significativa de

deslocamento do DNA quando associado ao antibiotico produzido por ambos os isolados, em
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comparagao aos controles. O isolado RKF8 também apresentou capacidade de intercalar-se na
molécula de DNA, mas o resultado ndo foi tdo expressivo como o observado para RKX3 e
RKX13, além do fato de que RKF8 apresentou uma grande instabilidade genética quanto ao

seu crescimento e produ¢do de metabolitos secundarios.

Os resultados obtidos para os isolados RKX3 e RKX13 sdo vistos com bastante
entusiasmo ja que caracterizam os microrganismos como produtores de moléculas
antibioticas, com baixa citotoxidade, elevado potencial como agentes antitumorais e
excelentes candidatos para testes futuros sobre atividade antineoplasica utilizando culturas de
tecidos. Estes isolados serdo identificados utilizando o seqiienciamento do DNA ribossomal

16S para caracterizar a espécie.

O isolado PEG3, apesar dos resultados prévios da elevada citotoxidade, ndo demonstrou
intercalar-se na molécula de DNA. Tais informagdes sugerem que este isolado deve
apresentar outro mecanismo de agdo de atividade antitumoral que ndo a intercalacdo na

molécula de DNA.

No Brasil, pesquisas quanto a producdo e otimizacdo de antineoplasicos a partir de
actinomicetos vém sendo desenvolvidas desde o ano de 1960, quando a equipe do
departamento de antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco isolou varias linhagens
de Streptomyces produtoras de antibidticos antraciclicos. Dentre elas, a linhagem S. olindensis
DAUFPE 5622 destacou-se pela produgdo do antibidtico retamicina, uma nova molécula de
antraciclina com atividade antimicrobiana e elevado potencial como agente antitumoral
(Gongalves de Lima et al. 1969). Este microrganismo vem sendo exaustivamente analisado
no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, de onde foi obtido um
mutante denominado So20 que apresenta maior estabilidade e aumento na producdo do
antibidtico. A partir desta linhagem mutante a equipe estd desenvolvendo estudos sobre os
genes de biossintese da retamicina, os fatores que influenciam a producdo do antibiotico, a

purificacdo do metabolito e o modo de ag¢do das moléculas (Furlan 2002).

Tendo em vista o numero restrito de produtos disponiveis no mercado e de pesquisas
desenvolvidas, além da deteccdo de resisténcia apresentada por linhagens celulares a alguns
quimioterapicos faz-se necessdrio um grande investimento na promocao de saude e de
pesquisas para ampliar as opgdes terapéuticas no campo de antineoplasicos. Segundo Strohl et
al. (1997) cerca de 2.000 drogas ja foram isoladas, mas poucas sdo comercializadas. Diante

disso, ¢ possivel considerar que a busca por moléculas antitumorais ¢ um campo promissor,
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seja por triagem de novos produtores e/ou através de modificacdes quimicas ou por técnicas
de biologia molecular combinando genes biossintéticos de diferentes organismos produtores.
Os esforcos em conseguir essas novas drogas estdo concentrados na procura de moléculas que
apresentem estruturas quimicas com baixa toxicidade as células normais e, que, as células

tumorais ndo sejam capazes de desenvolver resisténcia.

Nao podemos nos esquecer que a era antimicrobiana iniciou-se ha somente 60 anos, e
que existe toda uma histéria de sucesso envolvendo a descoberta de novas substincias
provenientes de uma rica fonte de diversidade biologica advinda do meio ambiente. Os
microrganismos e nossas proprias células desafiam a medicina todos os dias, seja promovendo
infeccdo ou gerando neoplasias, portanto a pesquisa constante por novas moléculas ¢
necessaria para ndo deixarmos obsoleto o nosso arsenal de possibilidades frente aos desafios

bioldgicos.
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7. Conclustes

Neste estudo ficou caracterizada a presenca de actinomicetos nas amostras de solos de
Cerrado ¢ Mata Atlantica analisadas, sendo que de um total de 50 isolados, 7 (14,0%)
apresentaram atividade antimicrobiana frente a MRSA, de forma que os melhores

resultados de inibi¢do foram observados para RKX3, RKX13 e RKF3;

Os solos de Cerrado apresentaram um consideravel niimero de isolados, bem como
maior nimero de actinomicetos com atividade antimicrobiana com atuacdo frente aos

MRSA;

O agar AC apresentou-se como o melhor meio de cultivo que potencializou uma maior
quantidade de massa micelial, bem como uma maior producdo de metabolitos
secundarios, resultando em uma melhor atividade antimicrobiana pela maioria dos

isolados;

Apenas o produto de fermentacdo (extrato cru) do isolado PEG3 apresentou
citotoxidade em baixa concentragdo, o que torna este isolado inviavel para a producdo
de antibidticos, mas para os demais, ndo foi observada atividade citotoxica por este

método;

Os isolados RKX3 e RKX13 apresentaram-se como microrganismos promissores, tendo
em vista uma grande atividade antibidtica frente aos MRSA, baixa citotoxidade, bem
como uma provavel atividade antitumoral, devido a comprovada acdo intercalante no

DNA.
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Agar AC

KHoPOusueooiiiiiii 0,5g

AV £ ] @ 0,5¢g
Amido......c.ooeveiieeiieeieeee, 10,0g
Caseina.......ccceeeeeeveeeecenneennn. 1,0g
Ao 15,0g
HoOis 1.000mL
pH=7,0

Meio LB

Peptona .......ccoocveevieennennne 10,0g
Extrato de levedura............... 5,0g
NaClu.ooooieiieieieeeeeeeee, 5,0g
HoOuooiiiiies 1.000mL

Tampdao de Amostra

Azul de bromofenol 10X...... 0,5%
Glicerol........coovvvvviveiiiieiiinn, 50,0%
EDTA (pH=8,0)....c.cccvvenn... 100mM
Tampéo TE

Tris HCL..ooooooviiviiiiiiiienen, 10,0mL

EDTA (pH=8,0)....rveerrrrrvvee.. 1,0mM
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Composigao dos meios de cultura e reagentes utilizados na pesquisa

Agar ISP-2

C6H1206 ................................. 4,0g
Extrato de levedura............... 4,0g
Extrato de malte.................... 10,0g

PN 1) SRS 20,0g
HoO.oiieieee 1.000mL
pH=7,0

Solugdo STET
NaCluoooooiieieeeeee e 0,IM
Tris HCI (pH=8,0)................ 10,0mM
110 - NS 1,0mM
Triton X-100...........cceeuveeeenne. 5,0%
Tampéo TBE 0,5X

Trizma base......ccceeveeveeeeeennns 10,0mM
Acido bOTICO. v, 90,0mM
EDTA. ..o 1,0mM
CTAB/NaCl
CTAB...coiiiiiieeeeeieee 10,0%
NaCluoooiiieieieiececeee, 0,73M
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA, PARASITOLOGIA E PATOLOGIA
R: Delenda Rezende de Melo s/ n° Setor Universitario — CEP 74605-050 / Goiania —~GO Tel (62) 3209-6108

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa.
Apos ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado de forma alguma. Em
caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Goias pelo telefone 3521-1075 ou 3521-1076

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana ¢ Determinagido da Citotoxidade
de Actinomicetos frente a Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA).
Pesquisador Responsavel : Prof. Dr. José Daniel Gongalves Vieira

Telefone para contato : 3209-6108

Pesquisadores participantes : Profa. Dra. Fabiana Cristina Pimenta, Prof. Dr. Cleomenes
Reis, Biomédico Lindon Johnson A. Batista, Mestranda Daniella Vilela Lima ¢ Graduando
Gustavo Guilherme Queiroz de Arimatea.

Telefones para contato: 3209-6108/ 3281-7527/ 3269-8343

¢ Desde os primeiros relatos de resisténcia antimicrobiana até os dias atuais, a freqii€ncia de
microrganismos multirresistentes vem aumentando em hospitais e institui¢des de satde,
constituindo falha terapéutica de conseqiiéncias morbidas. Tendo em vista a capacidade
dos actinomicetos de produzir uma grande variedade de biomoléculas com enorme valor
socio-econdmico, sendo os antibioticos os mais importantes metabdlitos secundarios
produzidos por tais microrganismos, esta pesquisa se propde a isolar, identificar e avaliar
a atividade antimicrobiana e citotdxica de actinomicetos obtidos a partir de solos de
Cerrado ¢ Mata Atlantica frente a amostras de Staphylococcus aureus com um amplo
perfil de resisténcia antimicrobiana, objetivando maximizar o isolamento de actinomicetos
com potencialidade para produ¢do de substancias bioativas (antibidticos), que apresentem
baixa toxicidade e que atuem sobre os Staphylococcus aureus resistentes aos
antimicrobianos atualmente em uso.

¢ Nao ha riscos, prejuizos, lesdo ou desconforto que possa ser provocado pela pesquisa, nao
havendo a necessidade de indenizag¢do ou ressarcimento de despesas, tendo em vista que
nenhum tipo de medicamento sera utilizado e ndo havera realizagdo de procedimento
clinico.

¢ Nao ha beneficios pessoais decorrentes da participacdo da pesquisa. A participagdo apenas
contribuird enormemente para a detec¢do de actinomicetos que apresentem atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA), com
possivel isolamento de novos metabdlitos que apresentem baixa toxicidade.
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¢ A participacao incluird apenas a liberagao da amostra e permissao do preenchimento do
protocolo de pesquisa relacionado ao uso anterior/atual de antimicrobianos. Se o
paciente/responsavel concordar em participar do estudo, as informagdes clinicas e
laboratoriais a ele relacionadas serdo confidencialmente mantidas em sigilo, nem o nome
ou mesmo iniciais irdo constar em qualquer registro desta pesquisa, e fica garantido o
direito de retirar o consentimento a qualquer tempo.

José Daniel Gongalves Vieira

Pesquisador Responsavel

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG

CPF n.° de prontuario , abaixo assinado,

concordo em participar do estudo “Avaliacdo da atividade antimicrobiana e
determinacdo da citotoxidade de actinomicetos frente a Staphylococcus aureus
meticilino-resistentes (MRSA)”, como sujeito. Fui devidamente informado e
esclarecido pela pesquisadora Daniella Vilela Lima sobre a pesquisa, os procedimentos
nela envolvidos, assim como os possiveis riscos € beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢do de meu

acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Hospital das Clinicas-UFG, de de 2005.

Nome:

Assinatura (sujeito / responsavel):

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite
do sujeito em participar

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):
Nome:
Assinatura:

Nome:
Assinatura:

Observacdes complementares :
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MODELO DA FICHA CLINICA PARA PACIENTES

PROTOCOLO DE PESQUISA

N° da amostra: ....cceeeeeeeveeeneeeeeeeenne. Data: .......... Lo, Joeeeiianan,
N° do prontuario .........ccceeeeeeveeennnenne
Data de nascimento .................. e, e, | (6 F: Ve TR

Doenga de origem

Uso de antimicrobianos TOtINEITAMENTE? ......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaaeeeeaeee

QUAL(IS)? ettt ettt e et e e et e e et e e ta e e e b e e e taeeetaeeebae e tbaeenareeenreeenraeas

Em uso de antimicrobianos nos ultimos dias?

QUAL(IS)? ettt ettt e et e e et e e st e e e s et e e e abeeeabaeeebaeeasbaeeasbae e abeeesaeeesaeeenaeeeraaans
OBSERVACOES

Goiania, de de 2005

Médico responsavel



