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RESUMO

Os actinomicetos pertencem a um seleto grupo de microrganismos por apresentarem
um respeitavel potencial biotecnoldgico devido a sua magnifica capacidade de producdo de
compostos secundarios. Em decorréncia da altissima aplicabilidade dos compostos bioativos
produzidos por essa bactéria “especial”, este trabalho objetivou isolar actinomicetos do solo
de cerrado goiano pertencente ao “genera” Actinoplanetes. Seis isolados do solo de cerrado
foram caracterizados como Actinoplanetes e avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana
em dois diferentes meios de cultura, ACT e MPE. Observou-se que quatro Actinoplanetes
isolados (ACR 4, ACR 7, ACR 13 e ACR 23) demonstraram atividade frente a bactérias
gram-positivas e apenas o isolado ACR4 apresentou atividade frente a bactérias gram-
negativas. Nao foi observada atividade antifingica. A atividade antimicrobiana foi observada
somente quando os Actinoplanetes foram cultivados no 4gar ACT. As cepas que apresentaram
atividade antibacteriana foram selecionadas para a determinacdo de citotoxidade através da
utilizacdo de larvas de Artemia salina como indicadoras. Observou-se que os isolados testados
ndo apresentaram atividade citotdxica, sugerindo um potencial de emprego dos mesmos na

terapéutica das infecgdes causadas por microrganismos gram-positivos.
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ABSTRACT

Actinomycetes belong to a select group of microorganisms as they present a
respectable biotechnological potential due to their magnificent capacity of production of
secondary compounds. Due to the very high applicability of the bioactive compounds
produced by this "special™ bacterium, this work aimed at isolating actinomycetes from the soil
of the savanna in the state of Goias, pertaining to the genera Actinoplanetes. Six isolates from
the soil were characterized as Actinoplanetes and tested regarding their antimicrobial activity
in two different culture media, ACT and MPE. It was observed that four isolates
Actinoplanetes (ACR 4, ACR 7, ACR 13 and ACR 23) demonstrated activity facing gram-
positive bacteria and only isolate ACR4 presented activity facing gram-negative bacteria. No
anti-fungous activity was observed. Anti-microbian activity was observed only when
Actinoplanetes were cultured in the ACT agar. The strains, which presented antibacterial
activity, were selected in order to determine cytotoxicity by utilizing larvae of brine shrimp as
indicators. The tested isolates were found not to present cytotoxic activity, suggesting their

potential use in the therapeutics of infections caused by gram-positive microorganisms.
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1. INTRODUCAO

1.1 Actinomicetos

Os actinomicetos foram considerados, até aproximadamente 1950, como um
grupo exoético de microrganismos por apresentarem caracteristicas similares de fungos e de
bactérias. Tiveram entdo, a partir desta década, confirmada a sua natureza procariota através

da determinacédo de sua estrutura molecular e composi¢do quimica (Goodfellow et al. 1984).

Os actinomicetos constituem a ordem Actinomycetales que compreende mais de
80 géneros (Monciardini et al. 2000), dentre os quais destacam-se: Actinomyces,
Dermatophilus, Mycobacterium, Nocardia, Streptomyces, Micromonospora, Actinoplanes,
Thermoactinomyces. Sao bactérias gram-positivas, na sua maioria aerébias (existem espécies
anaerdbias pertencente a microbiota bucal) (Jawetz et al. 1998), seu contetdo de guanina mais
citosina (G+C) é maior que 55 mol%. Sédo filogeneticamente relatados pelo sequenciamento
de oligonucleotideos (16S RNAr) e estudos de hibridizagdo do acido nucléico (Goodfellow
1994). Ainda ndo existem caracteres quimiotaxiondmicos claros, mas os géneros estdo ligados
em uma série de evidéncias de estrutura da parede e composic¢éo lipidica. Alguns, mas nédo
todos géneros, formam esporos resistentes a dessecacdo e a baixas temperaturas (Goodfellow
et al. 1984).

Figura 1 — Representacdo esquematica de um actinomiceto
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Superficialmente sua morfologia assemelha-se a dos fungos filamentosos, pois
possuem micélio filamentoso que permanece unido a superficie do substrato (denominado
micélio vegetativo), ou se desenvolve para 0 meio externo, recebendo a denominacdo de
micelio aéreo, em alguns casos com o desenvolvimento de conidios. Os filamentos
individuais (hifas), devido ao crescimento da parede celular em intervalos regulares, se
subdividem em varios segmentos, todos contendo uma molécula de DNA (Gutiérrez-Lugo &
Essayag 2003). Entretanto, os seus filamentos consistem em células procaridticas com
diametro muito menor do que os apresentados pelos fungos. Esse crescimento filamentoso
favorece ao actinomiceto formar pontes nos espacos sem agua entre as particulas do solo,
aumentando a propor¢do superficie/volume, melhorando sua eficiéncia nutricional em um
solo altamente competitivo devido a quebra de materiais organicos insollveis pelas enzimas
extracelulares (Locci & Sharples 1984; Tortora et al. 1998). Estas -caracteristicas
provavelmente sdo unicamente devidas a sua adaptacdo para a vida em superficies sélidas,
primariamente, o solo (Ensign 1978; Goodfellow et al. 1984; Vobis 1997; Tortora et al.
1998).

Com uma morfologia bastante diversificada, variando de simples a complexa,
podem compreender bactérias que multiplicam por simples divisdo binaria como
Corynebacterium ssp., outras que se apresentam como células envelopadas e algumas
ramificacbes como Mycobacterium spp. e Nocardia 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 esporoactinomicetos possuem uma
morfologia que inclui a formacdo de esporos em partes definidas do micélio. Um terceiro
nivel de organizagcdo é formado por actinomicetos que se dividem, tanto transversalmente
guanto longitudinalmente, dando origem a esporangios multiloculares, estando presentes nos
Dermatophilus e Geodermatophilus (Goodfellow & Cross 1984; Vobis 1997).

Os esporos dos actinomicetos sdo produzidos em hifas especializadas, muitas das
guais desenvolvem-se sobre o filamento aéreo. De maneira geral, os esporos carecem de
motilidade, sendo que alguns géneros produzem esporos flagelados (Actinoplanetes). Os
esporos produzidos pela maioria das espécies ndo sao resistentes ao calor. Somente a familia
Thermoactinomycetaceae produz esporos semelhantes, na composicdo quimica, aos
enddsporos de Bacillus e Clostridium. A forma, nimero e disposicdo dos esporos Sao
caracteristicas particulares de cada género (Gutiérrez-Lugo & Essayag 2003). A superficie do
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esporo é formada por uma bainha filamentosa estavel e (til taxonomicamente. E classificado
como liso, espinhoso, ondulado ou filamentoso (Piret & Demain 1988; VVobis 1997).

As células dos actinomicetos possuem uma organizacdo procariotica tipica,
consistindo de uma regido nuclear fibrilar e um citoplasma granular com ribossomos. Este
pode conter inclusbes, na dependéncia do organismo, sua idade e meio de cultivo utilizado
(Locci & Sharples 1984). A parede celular pode exibir uma variedade de perfis, sendo que na
maioria das vezes aparece homogeneamente eletrodensa, ou com um perfil composto por duas
camadas eletrodensas separadas por uma zona de menor eletrodensidade. A parede celular é
formada por peptidoglicano junto com um ou mais polimeros associados, tais como acidos

teicoicos anidnicos e polissacarideos neutros (Piret & Demain 1988).

Possuem o DNA em forma condensada, e freqlientemente, em multiplas cépias
nas células das hifas; mas, usualmente, somente uma copia nos esporos. Transportam, com
frequéncia, DNA extra cromossomal (plasmideos) em uma ampla variedade de tamanho
(variam de 10-40 Kb) e numero de copias (menor do que 30). Estes, possuem 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,

auténomos ou integrados (Piret & Demain 1988).

Sdo microrganismos saprofitas estritos (maioria), podendo atuar como fixadores
de nitrogénio, como o género Frankia; formarem associacdes endofiticas (protecdo contra
patdgenos, crescimento e fisiologia dos vegetais); biodegradacdo de compostos xenobidticos e
recalcitrantes (Willians et al. 1984; Sardi et al. 1992; Tortora et al. 1998). Podem predominar
na microbiota da rizosfera de arvores citricas (limédo e laranja), desenvolvendo um potencial

antagbnico a comunidade microbiana desse nicho ecoldgico (Gesheva 2002).

Encontram-se distribuidos em diferentes ambientes, tendo como reservatério
natural o solo, onde exercem a funcdo ecoldgica de decomposicdo da matéria organica.
Compreendem, aproximadamente, de 20 a 60% da populacdo microbiana do solo. Em solos
de cerrado com vegetacdo nativa, a ocorréncia das populacbes de actinomicetos na
comunidade bacteriana pode ser superior a 75%, com predominancia do género Streptomyces
(Pereira et al. 1999). O odor caracteristico de terra Umida deve-se a sua atividade metabdlica e

a producdo de pigmentos terpenoides (Gutiérrez-Lugo & Essayag 2003).

Alterac6es no solo através de préaticas agricolas como a calagem, tém resultado em
desequilibrio das populagbes na comunidade microbiana, favorecendo as populages de
actinomicetos. Esta alteracdo no ecossistema leva a alteracdo da ocorréncia de estirpes de
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rizobios (presentes no solo) resistentes a antibidticos, conseqiientemente, alterando a

capacidade de nodulacao da soja por estirpes de Bradyrhizobium spp. (Pereira et al. 1999).

Alguns podem possuir capacidade parasitaria para seres humanos, animais e
vegetais. Entre as varias doengas nas quais podem apresentar-se etiologicamente envolvidos,
pode-se destacar: a tuberculose (Mycobacterium tuberculosis), a hanseniase (M. leprae),
estreptotricoses, caries e doencas periodontais provocadas pelo Actinomyces viscosus,
(Baeman 1984). As infeccbes invasivas tais como actinomicoses, nocardioses e
actinomicetomas sdo potencialmente malignas, podendo causar risco de morte quando o
tratamento é inadequado ou tardio (Lacey 1988). Alguns actinomicetos termofilicos
(Thermoactinomyces vulgaris e Micropolypora faeni) estdo implicados em numerosos casos
de pneumonia hipersensivel e outras reacdes alérgicas (Stetzenback 1997). A maioria das
infeccBes por Nocardia spp. € pulmonar ou subcutanea, entretanto, 0 microrganismo pode se
disseminar dos pulmdes para outros 6rgdos em hospedeiro suscetivel. Streptomyces spp. é 0
terceiro actinomiceto patogénico mais comumente identificado pelo CDC (Centro para o
Controle de Doencas, EUA), sendo o S. griseus e o S. somaliensis os isolados mais

freqlientemente encontrados (Hollick 1995).

Os actinomicetos utilizam uma grande variedade de fontes de carbono, porém, no
solo, por ser a fonte priméaria geralmente insolivel e polimérica, torna-se necessario a
secrecdo de uma variedade de enzimas extracelulares para que as hifas possam penetrar,

colonizar e metabolizar o substrato (Paul & Clark 1996).

Sdo importantes decompositores. Possuem atividade em biodeterioracdo e
biodegradacgéo, decompondo residuos de plantas e diversas substancias de dificil degradacéo,
como lignina, quitina, queratina e complexos aromaticos de acido humico (Goodfellow &
Willians 1983; Lacey 1988; Lechevalier 1988; Paul & Clark 1996). Ambas consistem no
mesmo processo, porém, enquanto a biodegradacdo é desejavel, a biodeterioracdo ndo é, pois
ocasiona perda consideravel de divisas devido a mudancas indesejaveis nas propriedades de
materiais (hidrocarbonetos, borracha, plastico), produtos agricolas (feno, palha, milho, arroz,
sorgo, aveia, cevada, centeio, cana-de-agUcar, 18), colecBes aquéticas, equipamentos e até
mesmo, obras de arte como resultado da atividade vital dos organismos (Lacey 1988). A
biodeterioracdo € causada pela producdo de enzimas que quebram os constituintes destes
materiais, producdo de substancias tdxicas ao homem e animais, producdo de odores
desagradaveis, descoloracdo superficial do substrato, entupimento de filtros e dutos de
conducdo (Lacey 1988).
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Os microrganismos ndo sdo igualmente capazes de produzir metabolitos
secundarios. Esta habilidade, no momento, € restrita a poucos grupos de bactérias ou
micrébios eucarioticos. Estdo associados principalmente, dentro do mundo procariotico, com
os actinomicetos filamentosos, mixobacteria, pseudomonas e a cianobactéria, e para 0s
microbios eucarioticos, estdo relacionados com a maioria dos fungos filamentosos (Donadio
et al. 2002a).

Os actinomicetos apresentam um enorme potencial de aplicacao industrial, médica
e agricola, devido a sua producdo de importantes metabolitos secundarios como o0s
antibidticos, herbicidas e substancias promotoras do crescimento (Connell 2001).

Os metabdlitos secundarios s@o assim considerados, por ndo serem necessarios ao
crescimento vegetativo em culturas puras. O processo de producdo desses metabdlitos,
usualmente, esta associado com uma fase de répido crescimento (trofofase) seguida pela fase
de sintese de produtos (idiofase). Geralmente, isso é observado em meios ricos, capazes de
manter um rapido crescimento, onde os nutrientes, provavelmente, reprimam a formacao das
enzimas capazes de sintetiza-los. Entretanto, em meios que mantém um crescimento lento, a
idiofase sobrepde a trofofase, talvez devido a fatores limitantes do proprio meio, inibindo o
ciclo. I1sso demonstra que os nutrientes podem reprimir ou favorecer a sintese de producao de

metabolitos secundarios durante o crescimento (Piret & Demain 1988).

Geralmente, sdo produzidos com uma mistura de produtos quimicamente
relacionados entre si. Por exemplo, uma Unica cepa de uma espécie do género Streptomyces
pode produzir 32 antraciclinas diferentes. A producdo de metabdlitos secundarios pode
perder-se facilmente por mutacdo espontanea, tornando-se muito importantes as técnicas de

conservacao destes microrganismos (Tortora et al. 1998; Mateos Gonzéalez 2003).

Os antibioticos sdo os mais importantes metabdlitos secundarios produzidos pelos
actinomicetos. Atualmente somam mais de 5000 antibioticos conhecidos pelo homem, sendo
que estes, aumentam numa média aproximada de 300 ao ano (Sanglier et al. 1993 a e b).
Estima-se que 75% da producdo desses antibidticos produzidos por actinomicetos, sejam em

particular, pelo género Streptomyces (Mateos Gonzalez 2003).

Muita atencéo tem sido dispensada ao desenvolvimento de técnicas de isolamento
para actinomicetos ditos raros e a busca em locais ainda ndo explorados (Nolam & Cross
1988), uma vez que 0s mesmos podem se constituir numa fonte em busca de novos compostos

bioativos. Entre estas técnicas empregadas temos o tratamento térmico da amostra de solo,
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aplicacdo da resisténcia antibidtica para o isolamento de grupos especificos de
antimicrobianos (inclusdo do antibidtico ao meio de isolamento), tratamento alcalino,
guimiotaxia ou técnica de iscagem. No entanto, o niUmero e a variedade de isolados depende
da microbiota regional ou ambiental dos solos coletados (Ramsey 1984; MacDonald 1986 a e
b; Takahashi et al. 1996). Na busca de novos produtores de compostos bioativos,
investigacOes foram realizadas em ambientes marinhos, incluindo habitantes e sedimentos
marinhos, cuja freqléncia de atividade antibidtica produzida foi comparavel a freqiéncia
terrestre. Por outro lado, a freqiiéncia de isolados obtidos dos sedimentos marinhos foi mais
baixa, particularmente, no caso dos actinomicetos (Sponga et al. 1999).

O interesse industrial mundial por metabolitos produzidos pelos actinomicetos
estd distribuido segundo Manfio & Lemos (2003), em 57% nas universidades e centros de
pesquisa e em 43% nas empresas privadas, destacando—se o Japao e os Estados Unidos na
pesquisa e producdo desses metabdlitos (Figuras 1, 2 e 3).

Empresas
Privadas
43%
Universidades
e Centros de
Pesquisa
57%

Figura 2 - Porcentagem de institui¢fes envolvidas com pesquisa de metabolitos

produzidos por actinomicetos (Manfio & Lemos 2003).
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Outros Japéo

Espanha 16% 24.9%,

4%

Reino Unido
5%

Alemanha
8%

Republica _

Tcheca China EUA

894, 8% 12%

Russia
15%

Figura 3 - Porcentagem de pesquisa de metabolitos de interesse industrial produzidos

pelos actinomicetos por pais (Manfio & Lemos 2003).

india Outros

ltalia 0 7%,
Alemanha 3% %
3%
EUA
42%
Japao
42%

Figura 4 - Produgdo mundial de metabolitos originados de actinomicetos (Manfio &
Lemos 2003).
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1.2 Drogas antibioticas

O nome antibidtico foi definido por Waksman, em 1942, como sendo uma
substancia produzida por seres vivos antagonista ao desenvolvimento ou a vida de outros
microrganismos em altas diluicGes no meio bioquimico do nosso corpo. Sdo produtos do
metabolismo secundario que inibem o processo de crescimento de outros germes, mesmo

quando usados em baixas concentragdes (Serra 2003).

Embora a penicilina tenha sido descoberta por Fleming, em 1929, ap0s observar a
inibicdo de crescimento de estafilococos, em placa de Petri, por uma cultura contaminante de
Penicillium notatum, o seu uso clinico somente foi definido em 1940, dando origem a mais

variada e mais utilizada classe de antibidticos: os B-lactdmicos (Serra 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 antibi6ticos na
natureza, tendo destaque a ecologia do solo e a vida dos microrganismos que o compde. A
populacdo de microrganismos por grama de solo foi estimada, sendo observado que a sua
qguantidade variava na dependéncia do tipo de solo, profundidade, estacdo do ano e
temperatura. Em decorréncia dessas pesquisas constatou-se que VAarios desses
microrganismos, aqui incluindo os actinomicetos, possuiam grande atividade antimicrobiana,
pois forneciam protecdo em situacGes competitivas pela eliminacdo de outros microrganismos
do solo (Gottlieb 1976).

A procura por antibioticos com efeitos menos toxicos para as células humanas,
levou Waksman, em 1944, a isolar a estreptomicina de uma cepa de Streptomyces, tornando-
se a primeira droga efetiva no tratamento da tuberculose, e, por isso, receber o Prémio Nobel
de Medicina em 1952. Durante a sua vida, Waksman isolou a neomicina além de outros 16
antibidticos, grande parte deles sem uso clinico, devido a sua alta toxidade (Serra, 2003).

O método de investigacdo utilizado por Waksman, na descoberta da
estreptomicina, dominou a pesquisa dos antibioticos por décadas (Serra, 2003). A descoberta
da producéo de actinomicina por Streptomyces antibioticus promoveu um intenso estudo dos
estreptomicetos na comunidade cientifica e industrial. Conscientes de que estes
microrganismos eram fontes promissoras para a producdo de antibioticos comercialmente
viaveis e altamente lucrativos varios pesquisadores se sentiram estimulados a desenvolverem

novos meétodos de isolamento e cultivo, sempre visando a descoberta de novos compostos.
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Mais de 1000 especies de Streptomyces foram descritas no periodo compreendido entre 1940
e 1957 (Pridham et al. 1958), tendo aumentado para cerca de 3.000 em 1970, apesar da

imensa maioria estar apenas citada na literatura de patentes (Trejo 1970).

Um novo isolado era, geralmente, descrito baseado em critérios subjetivos
(propriedades morfoldgicas e de pigmentacdo) e raramente eram padronizadas sua condicGes
de crescimento. Em 1960 foi estabelecido o Projeto Internacional para os Streptomyces
(International Streptomyces Project — ISP) visando determinar as relacdes entre 0s géneros e

entre as espécies (O’Donnell 1988).

O género Streptomyces, entre os actinomicetos lidera como o maior produtor de
antibioticos e moléculas farmacologicamente ativas (Tabela 1). A diversidade de moléculas
produzidas por estreptomicetos em relacdo aos outros géneros de actinomicetos pode ser

observada na tabela 2.
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Tabela 1 - Distribuicdo do numero de antibidticos produzidos por actinomicetos (modificado
segundo Goodfellow & O’Donnell 1989).

Géneros Numero de antibidticos (a)
1974 1980 1984 1988
SO EES 1934 2784 3477 4876
Micromonospora 41 129 269 398
Nocardia 45 74 107 262
Actinomadura 0 16 51 164
Actinoplanes 6 40 95 146
Streptoverticillium (b) 19 41 64 138
Streptosporangium 7 20 26 39
Dactylosporangium 0 4 19 31
Microbiospora 4 6 6 10
Saccharopolyspora(c) 4 33 44
Actinosynnema - - 5 14
Streptoalloteichus - 3 4 12
Kitasatosporia (b) - - - 11
Kibdelosporangium - - - 7
Legenda:

(a) Dados de Bérdy (1974, 1984), Nisbet (1982) e Bérdy database (1988).

(b) Os géneros Kitasatosporia e Streptoverticillum sdo atualmente considerados sinénimos de
Streptomyces.

(c) Géneros ndo existentes (descritos) até a data referida.
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Tabela 2 — Antibidticos produzidos por actinomicetos (segundo Okami & Hotta 1988).

Géneros

Streptomyces

Actinomadura
Actinoplanes
Actinosynnema
Ampullariella
Dactylosporangium
Kibdelosporangium
Micromonospora
Nocardia
Nocardiopsis
Pseudonocardia
Saccharomonospora
Saccharopolyspora

Streptosporangium

Legenda:

Grupos de antibioticos

AG ML AML BLA PEP GP ANC TC NUC POL ON

+ + + + + + + + + + +
- - - - - - + - - + -
- - - - + + - - + + +
- - - + - - - - - - -
- - - - - - + - + - -
+ - - - - - - - + + -
- - - - - + - - - - -
+ + + - + - + - + - +
+ + + + - + - + + - +
+ - - - - - - - - - -
- - - - - 4 - - - - -
- - - - - + - - - - -
+ - - - - - - - - - -
- - - - L - - - - - -

AG, aminoglicosideos; ML, macrolideo; AML, ansamicina; BLA, 3 -lactamico; PEP,

peptideo; GP, glicopeptideo; ANC,antraciclina; TC, tetraciclina; NUC, nucleosideo; POL,

polieno; QN, quinolona.
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1.3 Agentes antitumorais

A radioterapia, a imunoterapia e a quimioterapia sdo técnicas individualmente
uteis que quando combinadas em situacOGes particulares, oferecem mais eficiéncia ao
tratamento contra tumores. Varias drogas quimioterapéuticas sdo produtos naturais
sintetizados por varias espécies microbianas, principalmente, actinomicetos. Estes, produzem
varios compostos que mostram atividade contra linhagens celulares tumorais, e varios desses
compostos tém aplicacdo como agentes quimioterapéuticos no tratamento de varios canceres
(Salas & Méndez 1998).

A demanda por novas drogas antitumorais existe devido a varias razdes. A
primeira € que o réapido desenvolvimento de resisténcia para mdltiplas drogas
quimioterapéuticas constitui um grande problema no tratamento do cancer. Essa resisténcia
estd freqlentemente associada com o aumento expressivo da P-glicoproteina, que é um
transportador do tipo ATP binding-cassette, que retira drogas para fora das células em um
processo ATP dependente, além de reduzir a concentracdo intracelular da droga (Salas &
Méndez 1998). A segunda é devido a alta toxicidade e aos efeitos colaterais usualmente
associados as drogas utilizadas na quimioterapia para cancer. A terceira razdo € a limitacdo
dos métodos tradicionalmente usados na quimioterapia, o que faz com que ocorra uma maior
demanda de novas drogas com menos efeitos colaterais ou com uma maior eficacia
terapéutica (Salas & Méndes 1998).

Antibidticos com atividade antitumoral ou citotoxica tém sido descobertos atraves
do ensaio de filtrados de culturas na inibicdo de crescimento de tumores in vivo ou de células
tumorais in vitro. A maioria dessas substancias foi encontrada por inibir a sintese de
macromoléculas ou algumas fungdes da membrana celular. Por outro lado, alguns produtos
microbianos tém sido descobertos pela selecdo de inibicdo de certas enzimas especificas
como: transcriptase reversa, glioxalase, adenosina deaminase e os inibidores de tirosina

proteina quinase (Umezawa 1988).

A maioria dos agentes antitumorais exerce suas a¢des citotoxicas interferindo com
a funcdo do DNA atuando como agente intercalante, como a actinomicina D e antraciclinas,
ou como agentes de ligacbes cruzadas, como a mitomicina C, causando a ruptura da fita do
DNA como bleomicina e estreptonigrina, ou interagindo com o DNA em uma forma néo

intercalativa como mitramicina, cromomicina e olivomicina (Salas & Mendez 1998).
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1.4 Selecdo para novas drogas

Com a selecdo de microrganismos multirresistentes as drogas ja existentes,
ocasionando um aumento na freqliéncia das infeccdes hospitalares, principalmente entre os
idosos e pacientes imunocomprometidos, suscitou-se maior interesse das industrias
farmacéuticas pela busca de novos e melhores agentes antimicrobianos (Donadio et al.
2002b). Novos programas de selecdo de alvos direcionados tém sido estabelecidos para
maximizar o isolamento de cepas de actinomicetos com habilidade em produzir novos

antibioticos e minimizar os testes de cepas produtoras ja conhecidas (Okami & Hotta 1988).

A pesquisa de ponta para novas substancias de importancia agricola ou
farmacéutica pode ser conduzida através da triagem de grandes cole¢bes de diversas
moléculas quimicas (geralmente definidas como bibliotecas), empregando testes designados

para se detectar relevantes alvos moduladores (Donadio et al. 2002a).

Os programas de triagem de novos antibiéticos geralmente envolvem os seguintes
passos: (a) isolamento e cultivo do organismo; (b) teste de atividade antibidtica e (c)

caracterizagdo quimica e identificacao das substancias antibioticas (Okami & Hotta 1988).

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 detec¢do de todas
as amostras atuando nos alvos desejados. Apos a selecdo das amostras promissoras, novos
testes devem ser realizados para a confirmacéo efetiva desta acdo. Esses testes podem variar
desde testes de atividade em tubos 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. 2002b).

No desenvolvimento de novas drogas, os conhecimentos basicos sobre as doencas
sdo utilizados para se encontrar moléculas alvo, as quais sdo submetidas a interacdo com
compostos quimicos, previamente escolhidos, os quais sdo selecionados através do HTS
(High Throughput Screening) como “compostos primarios” o0s que apresentarem maior
eficiéncia e potencial para se tornarem um farmaco (Gomes 2003). A segunda metodologia
envolve dados estruturais da enzima alvo. E reconhecida como RDD (Rational Drug Desing).
Entretanto, ndo existe uma separacdo entre as duas metodologias. Ambas requerem a

identificacdo do alvo molecular (Donadio et al. 2002b). O objetivo do descobrimento de alvos
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estd na identificacdo e validacdo de alvos sensiveis a drogas para intervengdes terapéuticas,
enguanto que o descobrimento de compostos primarios identifica novas moléculas quimicas

gue agem sobre esses alvos (Gomes 2003).

Os répidos avangos no sequenciamento do DNA possibilitam obter informacdes
completas dos genes bacterianos numa velocidade sem precedente. Em pouco tempo sera
possivel saber se a escolha do alvo estd presente no patdégeno de interesse (Donadio et al.
2002b).

1.5 Actinoplanetes

Pertencem a ordem Actinomycetales, familia Actinoplanaceae. Os Actinoplanetes
se constituem em membros dos actinomicetos, 0s quais estdo intimamente relacionados com o
género Actinoplanes (Holt et al. 1994). A classificacdo dos géneros se baseia na morfologia
do esporéangio. O nome foi introduzido por Nonomura e Takagi (1977) para caracterizar sua
adaptacdo em ambientes aquaticos com um estagio movel durante o seu ciclo de vida.

Produzem um micélio ramificado, fino, ndo fragmentado. Sdo gram-positivos.
Possuem micélio aéreo insuficiente ou ausente. Sob certas condicdes, varias cepas podem ter
hifas arranjadas em formacdo de palicada. Sdo altamente coloridos com pigmentos difusiveis
em Vvarias cores. Seus esporos sdo esféricos ou subesféricos para irregular, sendo produzidos
dentro dos esporangios (vesiculas de esporos). Quando a formacao em palicada esta presente,
0s esporangios sdo produzidos, principalmente, na extremidade da hifa em palicada. Quando
imersos em agua, seus esporos tornam-se méveis devido a presenca de flagelos polares (Holt
et al. 1994).

A parede celular contém &cido-meso-diaminopimélico (meso-DAP), glicina, D-
xilose e L-arabinose. Sdo aerobios, quimiorganotroficos, mesofilicos ou moderadamente
termofilicos com uma temperatura de crescimento variando entre 15-35°C. Possuem uma
concentracdo de G+C de 72-73 mol% (Holt et al. 1994).

As mudangas morfoldgicas caracteristicas dos Actinoplanetes durante o ciclo de
vida tém sido descritas por Bland e Couch (1981). Actinoplanes formam esporangios nas
extremidades de pequenas hastes (hifas) representando parte de um micélio aéreo rudimentar,
ou nas extremidades de hifas em palicadas. Imersdo do esporangio em agua geralmente

resulta na liberacdo de esporos em aproximadamente uma hora & temperatura ambiente. O
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processo pode ser facilitado pela adicdo de agentes umidificantes (tween 80) desde que a
superficie do esporangio seja hidrofobica (Higgins, 1967).

Cepas de Actinoplanetes sdo encontradas incidentalmente e em pequenos nimeros
em agares semeados com suspensdes de solo, mas o fato do seu ciclo de vida abranger um
estagio no qual as células sdo moveis, tem estimulado a habilidade de pesquisadores
interessados em isolar esses organismos. Em um dos mais habilidosos e bem sucedidos
procedimentos, amostra do solo é colocada em uma placa de Petri e é adicionada agua até
cobri-la. Varios tipos de iscas (sementes, pedacos de folhas, pedacos de papel de filtro, grdos
de pdlen, cabelo, etc) sdo colocadas na superficie da agua ou, parcialmente, submersos. As
placas sdo deixadas intocadas por varios dias a temperatura ambiente e examinadas de tempo
em tempo sob microscopia. Ocasionalmente, entre 0s microrganismos colonizantes da isca,
esporangios tipicos de Actinoplanes podem ser vistos atacando o material por pequenas
hastes. Varios pesquisadores tém usado o método de iscagem com sucesso. Uma variacdo
conveniente consiste em fazer um suporte molhado com os grdos de polen colonizados em
uma gota de agua em uma lamina , e seguindo a liberacdo do esporo, microscopicamente.
Quando isso ocorre, o liquido agora enriquecido com os esporos méveis, pode ser usado como
um indculo para o isolamento. Gréos de polen de diferentes espécies de plantas podem ser
usados como iscas, mas Willoughby (1968) e Nonomura e Takagi (1977), entre outros,
consideraram que o pélen do Pinus apresenta melhores resultados e sdo altamente especificos
para Actinoplanes.

Baseado na habilidade dos Actinoplanetes em suportar a dissecacdo Makkar e
Cross (1982) desenvolveram um método de isolamento, no qual, o material da amostra é seco
e subseqlientemente re-hidratado, sob condicBes controladas. Com isso obtém uma
substancial redugdo na propor¢do dos contaminantes. Assim, sugerido pelos autores, 0 método
pode ser usado em combinagdo com o procedimento capilar.

Estudando o comportamento quimiotatico de esporos do Actinoplanes brasiliensis
(Palleroni 1976) sugeriu as bases para outros métodos de isolamento de Actinoplanes da
natureza. Esporos dessas espécies sdo atraidos por ions cloreto e ndo tinham sido relatados
como atraentes para outros organismos mdveis. O método quimiotatico (Palleroni 1980)
consiste em inundar uma amostra de solo em agua. Apos, aproximadamente uma hora,
imergir um microcapilar de 1 uL preenchido com uma diluigéo esterilizada de tampé&o fosfato
(0,01 mol/L, pH 7,0) contendo KCI (0,01mol/L) em uma fase liquida, mantendo a ponta do
capilar cerca de 1mm abaixo da superficie do liquido. As operacbes sdo convenientemente

realizadas usando cdmaras que s&o uma modificacdo daquelas usadas para os experimentos
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quimiotaticos (Palleroni 1976). As camaras podem ser improvisadas em varios modelos,
usando, por exemplo, algumas placas comercialmente designadas para o trabalho de cultura
de tecidos. Ap6s uma hora de imersdo do capilar, ele é removido, o exterior é cuidadosamente
lavado com algumas gotas de agua estéril e o contetdo é vertido em agua ou tampao. Dessa
suspensdo, aliquotas podem ser semeadas em placas com &gar amido-caseina. O método é
muito efetivo e demanda consideravelmente menos tempo do que outras técnicas de iscagem.
No presente, entretanto, ndo existe uma boa explicacdo para a 0 sucesso da técnica,
considerando que a atragdo pelos ions cloreto ndo é universal entre as espécies de
Actinoplanes e existe um notavel nimero de cepas indiferentes ao cloreto entre aquelas
captadas dentro dos capilares. Outros fatores que podem contribuir s&o 0 comportamento
microaerofilo dos esporos e a quimiotaxia negativa para repelir o que pode estar presente nas
amostras de solo.

As colbnias cultivadas em &gar apresentam-se lisas, brilhantes ou enrugadas. A
coloragdo pode apresentar-se em varias tonalidades como amarelo, laranja, vermelho, azul,
verde, ocre, pdrpura, marrom e preto (Holt et al. 1994).

Os Actinoplanetes ndo diferem de outros actinomicetos em sua manutencéo. Bons
resultados séo obtidos pelo congelamento de suspensdes concentradas de esporos em tampao
fosfato diluido ou em meio liquido com 5% de glicerol (v/v) a — 20°C. A viabilidade parece
melhorar quando parte da massa vegetativa também esta presente na suspensdo. Micélio e
esporangio sobrevivem a liofilizagdo (Parenti & Coronelli 1979).

A escolha desse “genera” se justifica na busca por actinomicetos raros, visto que
fazem parte de um seleto grupo de microrganismos produtores de metabdlitos secundarios e
por ndo haver relatos na literatura do isolamento de cepas de Actinoplanetes do solo de

cerrado.
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2. OBJETIVOS

e Isolar Actinoplanetes do solo de cerrado goiano.
Comparar 2 meios de cultura na inducdo da producdo de moléculas bioativas por
Actinoplanetes.

Avaliar a atividade antimicrobiana e citotdxica dos isolados de Actinoplanetes.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Ambiental e
Biotecnologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de

Goiéas (IPTSP/UFG) e no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da UFG.

A amostra de solo foi coletada a uma profundidade de 0-10 cm em uma area de
plantacdo de soja no cerrado, no municipio de Acretna - GO, em agosto de 2.000. A coleta foi
realizada em 4 pontos distintos e posteriormente homogeneizada. A escolha da amostra se
justifica por tratar-se de um solo em periodo da entre-safra, rico em matéria organica em

decomposigéo.

3.1 Meios de cultura utilizados

Para o adequado isolamento dos Actinoplanetes foi utilizado o agar amido caseina
(ACT), segundo Waksman (Palleroni 1980) por ser o meio mais indicado na literatura. Este
meio é constituido de (g/L) amido, 10,0 g; caseina, 1,0 g; KH,PO4, 0,5 g; MgSQOq, 0,5 g; agar
15,0 g, pH 7,0-7,5. Na purificagdo dos isolados foi empregado o agar ISP-2 (Shirling &
Gottlieb 1966), constituido de (g/L) glucose, 4,0 g; extrato de levedura, 4,0 g; extrato de
malte, 10,0 g; agar, 20,0 g; pH 7,3. Para a determinacdo da atividade antimicrobiana foram
usados para o cultivo das cepas o agar ACT (descrito anteriormente) e o agar MPE (Melo &
Sanhueza 1995) constituido de (g/L) farinha de soja, 20,0 g; glucose, 20,0 g; CaCQs, 2,0 g;
NaCl, 5,0 g; agar, 15,0 g; pH 7,0, que posteriormente, foram inoculadas em agar Muller
Hinton, constituido de (g/L) infusédo de carne, 1,0 g; caseina hidrolisada, 17,5 g; amido, 1,5 g;
agar, 15,0 g; pH 7,4 e &gar Sabouraud, constituido de (g/L) peptona, 10 g; glicose, 40 g;
extrato de levedura, 5 g; infusdo de cérebro e coracdo (BHI), 1,0 g, agar, 15,0 g; pH 7,0. Para
a determinacdo da producdo de substancias bioativas foi empregado o caldo ACT (dgar ACT
em que o agar foi suprimido) e o caldo MPE (Melo & Sanhueza 1995) constituido de (g/L)
farinha de soja, 20,0 g; glucose, 20,0 g; CaCOs, 2,0 g; NaCl, 50 g, pH 7,0. Os

microrganismos foram mantidos em &gar ACT.
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3.2 Isolamento dos Actinoplanetes

Os Actinoplanetes foram isolados pelo método quimiotatico, segundo Palleroni
(1980). A amostra foi submetida a um pre-tratamento de dessecacdo por 16 horas a
temperatura ambiente. Ap6s o pré-tratamento, 0,5 g de solo foi adicionada em cada
compartimento de uma camara de isolamento. Agua esterilizada foi adicionada a cada
compartimento da cdmara de isolamento até um nivel de aproximadamente 2,0 mm acima do
canal de conexdo. Este conjunto foi incubado a 28-30°C por 1 hora afim de que ocorresse a

inducdo da mobilidade e a liberacdo dos esporos dos Actinoplanetes presentes. (Anexo 1)

Apbs este periodo, um tubo capilar esterilizado contendo KCI 0,01 mol/L em
tampéo fosfato 0,01 mol/L, foi colocado no canal. Este conjunto foi incubado novamente por
1 hora sob as mesmas condicGes. Posteriormente, o tubo capilar foi removido da cdmara e
lavado externamente com agua esterilizada e o seu contedo vertido em um tubo Eppendorf

contendo 1,0 mL de &gua esterilizada (Palleroni 1980).

Aliquotas de 100 uL dessa suspensdo foram inoculadas em placas de Petri
contendo agar ACT. As placas foram incubadas a 30°C, por 7 a 21 dias até o desenvolvimento
de coldnias caracteristicas de Actinoplanetes (Figuras 5 e 6). As col6nias caracteristicas foram
retiradas e semeadas em placas de Petri contendo agar ISP-2 e novamente incubadas a 30°C
até a esporulacdo. Apds a esporulacdo col6nias isoladas foram retiradas e novamente
inoculadas em placas de Petri contendo &gar ISP-2 e incubadas a 30°C até a esporulagéo. Esse
processo foi repetido por 5 vezes para se certificar da pureza dos microrganismos isolados. As
colbnias purificadas foram analisadas quanto a forma, afinidade tintorial, e separadas as que
se apresentavam com caracteristicas de Actinoplanetes (Holt et al. 1994). Tais caracteristicas
sdo relatadas como colonias lisas, brilhantes ou enrugadas, com a coloragdo variando do

amarelo, alaranjado, vermelho, azul, verde, ocre, purpura, marrom ou preto (Holt et al. 1994).
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3.3 Microrganismos indicadores da atividade antimicrobiana

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana dos Actinoplanetes foram
utilizadas as seguintes culturas de microrganismos: Bacillus cereus ATCC 14579, B. subtilis
16, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus CCT 3225 , Rhodococcus equi CCT 0541,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. epidermidis, S. saprophyticus, Citrobacter freundii,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa CCT 0090, P. fluorescens CCT 0595, Salmonella sp, Serratia sp, Aspergillus
flavus, A. fumigatus, Candida albicans CCT 0776, Microsporum canis, M. gypseum,
Rhodotorula sp, Trichosporum sp.

Esses microrganismos foram preservados através de repiques mensais em meio

inclinado e mantidos sob refrigeracéo.

3.4 Determinacéo da atividade antimicrobiana dos isolados

A determinagdo da atividade antimicrobiana foi realizada inoculando os
microrganismos previamente isolados no meio ACT e purificados ap6s 5 repiques no meio
ISP-2 nos agares ACT e MPE (para avaliar o meio de cultura adequado a producdo de
atividade antimicrobiana). Os Actinoplanetes isolados, apds serem inoculados nestes agares,
foram incubados a 28-30°C por 14 dias. Em seguida, cilindros de 7mm de didmetro foram
cortados destes &gares e colocados sobre placas de Petri contendo o &gar .Mdiller-Hinton, em
cuja superficie haviam sido inoculadas, previamente, as bactérias indicadoras diluidas para a
metade da concentracdo do tubo n° 1 da Escala de McFarland (Woods & Washington 1995).
A determinacdo da atividade antifungica foi realizada de forma semelhante para bactérias,
porém, foi utilizado o agar Sabouraud. As placas de Petri foram incubadas a temperaturas
ideais para o crescimento dos diferentes tipos de microrganismos indicadores utilizados. A
leitura da atividade antimicrobiana foi realizada medindo-se o didmetro do halo de inibicédo de
crescimento (em mm) dos microrganismos apOs 24-48 horas para bactérias e fungos,

respectivamente. (Anexo 2)
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3.5 Producéo da substancia antibiotica

Para se obter um bom rendimento na producdo de antibi6tico, durante o processo
de fermentacdo liquida, € importante conseguir uma boa quantidade de biomassa, e as células
também devem apresentar-se em otimas condi¢fes fisioldgicas. Para isto, foi preparado um
pré-indculo dos isolados que apresentaram atividade antimicrobiana em um Erlenmeyer
contendo 15 mL de caldo ACT. Este pré-indculo foi incubado sob agitagdo em “shaker” a 180
rpm, 30°C por 48 horas. Apds este tempo, foram adicionados mais 50mL de caldo ACT novo
e todo o contetdo desse Erlenmeyer foi incubado novamente, sob as mesmas condicdes

anteriores, por um periodo de 14 dias. (Anexo 3)

3.6 Extracdo da substéancia bioativa

Apo6s o término da fermentacdo, todo o contetdo do Erlenmeyer foi filtrado para
que ocorresse a separacdo do micélio e do sobrenadante (extrato aquoso). O miceélio foi
triturado durante 5 minutos com etanol absoluto, numa proporcao de 2,0 mL do solvente para
cada grama de micélio (Delle Monache et al. 1970). A massa micelial triturada foi filtrada. O
filtrado ficou reservado e a massa foi tratada novamente com etanol absoluto por mais 5

minutos. Este processo foi repetido 2 vezes, constituindo o extrato etandlico.

Ao extrato aquoso, obtido no processo de separacdo, foram adicionados 10 mL de
acetato de etila, que apds agitacdo em um funil de separacdo, as interfases obtidas foram
separadas, preservando-se a fase organica (constituindo o extrato de acetato de etila). O
extrato aquoso foi tratado mais 2 vezes com acetado de etila e as diferentes porcGes obtidas

foram reunidas.

O extrato etandlico foi concentrado sob baixa temperatura em um rotavapor. Ao
residuo obtido apds a evaporagdo, foram adicionados os extratos de acetato de etila. Esta
mistura foi novamente evaporada no rotavapor. O precipitado final obtido foi ressuspenso em
1 mL de etanol absoluto, constituindo o extrato etanolico bruto. Os extratos etanolicos brutos

foram colocados em tubos Eppendorf e armazenados em freezer a — 20°C. (Anexo 3)
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3.7 Determinacéo da atividade citotoxica do extrato etanolico bruto frente

a Artemia salina

A metodologia para a determinacdo 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).

Ovos de A. salina foram eclodidos em uma solucéo salina contendo 3,5% de sal
marinho em agua mineral. Os ovos foram incubados, sob iluminacéo e aeracdo constante, a
30°C por 48 horas. (Anexo 4)

Uma solucdo estoque do extrato etandlico bruto foi preparada, solubilizando-o em
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 1:1 (200 pL deste extrato em 200 uL de DMSO) e o volume
completado para 10 mL com a solucdo salina (solucdo estoque — 20.000 ppm), previamente
preparada. Esta solucdo foi utilizada para a preparacao das demais diluicdes empregadas, que
ocorreram em triplicata. Foram realizadas dilui¢des de 2.500, 5.000, 10.000 e 20.000 ppm.
Aos tubos, contendo 1,0 mL destas diluicbes foram adicionados 10 nauplius de Artemia
salina. Paralelamente, foram realizados controles do DMSO e do etanol. Os tubos foram
incubados sob iluminacdo a 30°C por 24 horas. Apés este periodo, o nimero de nauplius
mortos ou com perda de movimento foram contados. Os resultados obtidos foram utilizados

para o calculo da DLsp.

A DLs, é a dosagem que mata 50% dos animais experimentais. Ela foi calculada
pela andlise de regressdo dos resultados obtidos, ap6s a determinacdo da porcentagem de
mortalidade das larvas. Essa porcentagem de mortalidade € igual a relacdo do numero total de

larvas mortas ou imoveis e o numero total de Artemia salina X 100 (Takahashi et al. 1989).

%Mortalidade= N° total de mortos ou iméveis X 100

NC° total de Artemia salina}

Os resultados foram também analisados utilizando o programa LC50 (Hamilton et
al 1978) para a estimativa da LC50.



36

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 lIsolamento

Foram isolados 6 (seis) morfo-espécies com caracteristicas de Actinoplanetes
(Tabela 3). Os isolados foram identificados como: Actinoplanetes ACR3, Actinoplanetes
ACR4, Actinoplanetes ACR7, Actinoplanetes ACR13, Actinoplanetes ACR14 e
Actinoplanetes ACR23. Um dos fatores que favoreceram ao isolamento de tais cepas talvez
tenha sido a época do ano em que a amostra foi coletada (agosto), por se tratar de periodo de
entre-safra, quando o solo se apresenta rico em matéria organica em decomposicao, estando,

portanto, com uma concentracdo aumentada de nutrientes.

Tabela 3 — Caracteristicas macroscépicas do cultivo de Actinoplanetes isolados em agar ACT

apos 14 dias de cultivo.

Isolados Micélio Aéreo Micélio de Superficie
Actinoplanetes ACR3 Laranja Laranja
Actinoplanetes ACR4 Cinza Marrom
Actinoplanetes ACR7 Cinza Cinza
Actinoplanetes ACR13 Laranja escuro Laranja escuro
Actinoplanetes ACR14 Amarelo Amarelo
Actinoplanetes ACR23 Marrom Marrom

Verificou-se que quando cultivadas em agar ACT, as cepas que demonstraram ter
uma maior atividade antibacteriana apresentaram-se com micélio aéreo e de superficie nas
cores cinza e marrom, enguanto que as demais, apresentaram em cor amarelo, laranja e laranja
escuro. As cores dos micélios podem estar associadas a grupos quimicos que possuem

atividade antimicrobiana dessas cepas de Actinoplanetes.



37

Observou-se que o agar ACT preconizado por Palleroni (1980) demonstrou ser
ideal para o crescimento de Actinoplanetes (Figura 5).

Figura 5 - Coldnias de Actinoplanetes em agar ACT apds 14 dias de cultivo.

Figura 6 — Caracteristicas macroscépicas do cultivo dos isolados Actinoplanetes ACR4 (A) e

Actinoplanetes ACR7 (B) em agar ACT, ap6s 14 dias de cultivo.

4.2 Atividade antimicrobiana

A capacidade de producdo de moléculas com atividade antimicrobiana pelos
isolados foram testadas em dois meios de cultivo diferentes: 4gar ACT (Palleroni 1980) e agar
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MPE (Melo & Sanhueza 1995). A utilizacdo de diferentes meios para a producdo de

moléculas bioativas visou selecionar um meio cuja producdo do antimicrobiano fosse maior.

A produgdo de moléculas bioativas com atividade antimicrobiana, proveniente de
coldnias cultivadas no agar ACT foi maior quando comparada as col6nias cultivadas no agar
MPE (Tabela 4). As cepas de Actinoplanetes ACR4, ACR7, e ACR23 demonstraram maior
atividade frente a bactérias gram positivas quando cultivadas neste meio. A cepa ACR 13,
demonstrou atividade frente a Streptococcus epidermidis quando cultivada também em meio
agar ACT. Somente a cepa de Actinoplanetes ACR7 apresentou atividade antimicrobiana
quando cultivada no 4gar MPE. Observou-se que os isolados ndo possuiram atividade frente
as bactérias gram negativas e aos fungos testados tanto quando cultivadas em meio dgar ACT
guanto MPE, exceto o isolado Actinoplanetes ACR4 que apresentou atividade frente a
Pseudomonas fluorescens CCT 0595 (halo de inibigdo com 10 mm de ¢) quando cultivado em
meio ACT.

Staphylococeus aureus ATCC 25923

Figura 7 - Atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 dos
Actinoplanetes isolados, cultivados em agar ACT (1. ACR 3, 2. ACR 14, 3. ACR 13 e 4. ACR
7), apbs 24 h a 30°C.

O agar ACT apresentou melhores condicGes para producdo de molécula bioativas
(antimicrobianas) quando comparado ao agar MPE, nas condi¢des experimentais. Esta
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caracteristica pode ser devido a relagdo carbono/nitrogénio do agar estar mais proxima da

concentracéo ideal para a producao destes antibioticos.

Diferentes constituintes presentes no meio de cultura podem influenciar a
producdo de moléculas bioativas. Além destes constituintes, o pH, a temperatura, o estado
fisico (solido ou liquido) também interferem (Omoto et al. 1979; Shomura et al. 1979; Furlan
1997). Geralmente, a producdo de metabdlitos secundarios é observada em meios ricos,
capazes de manter um rapido crescimento, onde 0s nutrientes, provavelmente, reprimam a

formacdo das enzimas inibidoras da sintese destes metabdlitos (Piret & Demain 1988).

Analisando a producdo de armentomicina por Streptomyces armentosus, He et al.
(1995) observaram que a producdo deste antibiotico é grandemente influenciada pela
concentracdo de amido presente no meio (diferentes relacGes carbono/nitrogénio). Furlan
(1997), comparando a produgcdo do complexo rentamicina por Streptomyces olindensis
DAUFPE 5622 também observou diferencas nas atividades antimicrobianas do complexo
guando testados frente a diferentes meios (MP, STL-5 e R5Mod.). A autora, observou que 0
meio R5Mod. , apresentava melhor atividade antimicrobiana. Segundo sua descri¢cdo, 0s
outros meios apresentavam componentes nao refinados e indefinidos, podendo conter
impurezas que afetariam a producdo (Furlan 1997). Lyra et al. (1968) demonstraram que a
glucose é a melhor fonte de carbono para a producdo de rentamicina por Streptomyces

olidensis.

O é&gar MPE contém farinha de soja como um de seus constituintes e possui como
fonte de carbono a glucose, que € um monossacarideo mais facilmente assimilado pelos
microrganismos do que o amido. Apesar dessas caracteristicas, nas condigdes experimentais,

ele ndo apresentou melhor producdo de substancias bioativas para as cepas isoladas.

O fenbmeno de repressdo da producdo ainda ndo estd totalmente esclarecido,
parecendo tratar-se de um fendmeno diverso do encontrado nas bactérias enteropatogénicas
(Demain 1992). A literatura descreve o exemplo de linhagens produtoras de antibidticos que
sofrem este tipo de represséo. Como exemplo podemos citar: a produgédo de actinomicina por
S. antibioticus a producdo de espectinomicina, por S. griseus, tilosina por S. rimosus,
canamicina por S. kanamyceticus, tetraciclina por S. aureofaciens, eritromicina por

Saccharopolyspora erythraea, etc (Demain 1992; Demain & Feng 1995).






Tabela 4 - Determinacgéo da atividade antimicrobiana dos Actinoplanetes isolados frente a bactérias gram-positivas.

Bactérias
Indicadoras

Bacillus cereus

ATCC 14579

Bacillus subtilis 16

Enterococcus faecalis

Micrococcus luteus

CCT 3225

Rhodococcus equi CCT

0541

Staphylococcus aureus

ATCC 25923
S. epidermidis

S. saprophyticus

Meio de Actinoplanetes Actinoplanetes

cultura

ACT
MPE
ACT
MPE
ACT
MPE
ACT
MPE
ACT
MPE
ACT
MPE
ACT
MPE
ACT
MPE

ACR3

ACR4

++

+

++

+++

+

Actinoplanetes

ACR7

++

++
+++

++
+++

Actinoplanetes

ACR13

Actinoplanetes

ACR14

41

Actinoplanetes

ACR23

Legenda: +++ 14-16 mm de ¢; ++ 11-13 mm de ¢; + 9-10 mm de ¢; - auséncia de halo de inibicdo, ACT: &gar amido caseina e MPE: meio para

producéo de estreptomicina
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4.3 Atividade citotoxica do extrato etandélico bruto em Artemia salina

Artemia salina vem sendo empregada como um modelo para a determinagéo da
capacidade citotoxica de diferentes materiais, entre eles destacamos: extratos vegetais (Arias
et al 1995; Jimenez et al 2001) e antineoplasicos (Badawey & Kappe 1997).

Trés isolados Actinoplanete ACR4, Actinoplanete ACR7 e Actinoplanete ACR23,
que apresentaram as melhores atividades antimicrobianas foram testados para a determinacgéo

da atividade citotéxica.

Os isolados ndo apresentaram atividade citotoxica (Tabela 5) nas concentracfes
testadas. Como o modelo de citotoxidade em Artemia salina também é utilizado como um
sistema de selecdo primaria de atividade antineoplasica e antiparasitaria, (Takahashi et al.
1989; Badawey & Kappe 1997) sugere-se que estas cepas (Actinoplanete ACR4,
Actinoplanete ACR?7 e Actinoplanete ACR23) possuam a capacidade de sintese de moléculas
bioativas frente a bactérias gram positivas e com baixa atividade citotoxica. Nas
concentracfes maiores que 20.000 ppm observou-se que quando comparado com o branco

(etanol mais DMSQO) ocorria um efeito citotoxico destes sobre a Artemia salina.

Tabela 5 — Avaliacdo do efeito citotoxico dos isolados de Actinoplanetes em Artemia salina
(% de mortalidade)

Concentracdo  Actinoplanetes ACR4 Actinoplanetes ACR7 Actinoplanetes ACR23

(ppm)

2.500 NO NO NO
5.000 NO NO NO
10.000 NO NO NO
20.000 NO NO NO

Legenda: NO n&o observado

Os resultados sugerem um potencial das cepas Actinoplanete ACR4, Actinoplanete
ACR7 e Actinoplanete ACR23 na sua utilizacdo em terapéutica antimicrobiana frente a

infeccdes de bactérias gram positivas. Porém, testes em sistemas de cultivo de tecidos deverao
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ser realizados para a confirmacdo ou ndo da baixa toxicidade das biomoléculas por eles

produzidas.
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. CONCLUSOES

e Foram isoladas 6 cepas de Actinoplanetes.

e Os isolados de Actinoplanetes ACR4, ACR7, ACR13 e ACR23 apresentaram
atividade antibiotica frente a bactérias gram positivas, quando previamente
cultivadas em agar ACT, e somente a cepa ACR7 apresentou atividade antibiética
quando previamente cultivada em agar MPE.

e O melhor indutor para a producdo de moléculas bioativas, nas condicdes

experimentais, foi 0 meio de cultura amido caseina (ACT).

e Apenas o isolado Actinoplanetes ACR4 apresentou atividade antibidtica frente a
Pseudomonas fluoresncens, ndo sendo observada nas demais bactérias gram-

negativas testadas.

e Nenhuma das cepas isoladas demonstrou produzir moléculas com atividade

antifangica.

e A baixa, ou ausente citotoxidade demonstrada nos extratos etanolicos brutos
sugere que os isolados de Actinoplanetes ACR4, ACR7 e ACR23 apresentam um
potencial emprego de suas substancias bioativas na terapéutica antimicrobiana

frente a bactérias gram positivas.
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