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1. INTRODUCAO

Actinomicetos sdo bactérias gram-positivas e constituem um dos principais
grupos de microrganismos do solo. Apresentam um fendmeno de diferenciacao
celular, caracterizado por um processo de alteracdo morfolégica bastante complexa,
formando um micélio de substrato e um micélio aéreo, além de um processo de
diferenciacdo quimica envolvendo uma extraordindria habilidade de produzir
variados metabdlitos secundarios que apresentam aplicacdo agricola, industrial,
médico-farmacéutica, tais como herbicidas, pesticidas, anti-parasitarios, enzimas,
substancias promotoras de crescimento vegetal, antibidticos e antitumorais
(DEMAIN, 1989; VINING, 1990; BIBB, 1996; CONNELL, 2001). Staphylococcus
aureus sao bactérias gram-positivas, importantes patégenos causadores frequentes
de inumeras infec¢des, dentre elas: artrites, pneumonias, meningites, conjuntivites
purulentas, dermatites esfoliativas, intoxicacbes alimentares, piodermites,
furdnculos, mastites, endocardites, osteomieltes, infec¢gBes cirlrgicas e septicemia
com taxas de morbimortalidade significativas. Staphylococcus aureus meticilino-
resistentes (MRSA) apresentam uma viruléncia intrinseca, ampla capacidade de
disseminacdo e multirresisténcia, sendo atualmente considerados problemas
mundiais de salude publica, tanto no ambito hospitalar quanto no comunitério
(KLOSS & BANNERMAN 1995; CHAMBERS, 2001; DEBBIA et al, 2001). A
emergéncia destes microrganismos, aliado ao aumento da sua resisténcia as drogas
atualmente em uso, tem levado a um maior interesse pela busca de novos
antimicrobianos, o que vem atraindo a atengao para os actinomicetos, devido ao seu
potencial para a producdo de moléculas bioativas, especialmente antibiéticos, que
sdo substancias produzidas por seres vivos, antagonistas ao desenvolvimento ou a
vida de outros microrganismos (SERRA, 2003). O Brasil possui uma enorme
biodiversidade que, no entanto, € muito pouco explorada. Pesquisas que visem 0
descobrimento de microrganismos com potencial para a exploracdo em processos
biotecnoldgicos sao de grande interesse. Desta forma, o presente estudo objetivou o
isolamento de actinomicetos a partir de amostras de solo de dois importantes
biomas brasileiros (Cerrado e Mata Atlantica) visando encontrar microrganismos com
capacidade para a producdo de biomoléculas com atuacdo sobre Staphylococcus
aureus meticilino-resistentes (MRSA) e que apresentem baixa citotoxidade.



2. METODOLOGIA

2.1 Isolamento dos Actinomicetos

Amostras de solo foram coletadas a uma profundidade de 0-10cm em areas
de Cerrado (Bosque Rudyard, Parque Ecoldgico de Goiania, Dermu Compav e
Associacdo dos Docentes da Universidade Federal de Goias) e Mata Atlantica
(Canavial Marataizes-ES, Cafezal Timbo6-ES e Costdo do Santinho-SC). Para cada
regido, as coletas foram realizadas em 4 pontos distintos e posteriormente
homogeneizadas. Cada amostra de solo foi submetida a um pré-tratamento de
dessecacdo por 16 horas a temperatura ambiente e os actinomicetos foram
isolados pelo método quimiotéatico, segundo Palleroni (1980). Para o adequado
isolamento foi utilizado o 4gar amido caseina (ACT) segundo Waskman (Palleroni,
1980). As colbnias isoladas e purificadas foram analisadas quanto a forma e
afinidade tintorial.

2.2. Determinacao da Atividade Antimicrobiana dos Actinomicetos

Para a determinagdo da atividade antimicrobiana de cada isolado foram
utilizados os Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA) isolados de
populacdo pediatrica e hospitalar, cujos perfis de multirresisténcia antimicrobiana
foram confirmados pela técnica de difusdo de disco no Laboratorio de Microbiologia
Ambiental e Biotecnologia do Instituto de Patologia Tropical e Salude Publica da
Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG).

Os actinomicetos isolados foram inoculados em agar ACT e ISP2 e incubados
a 28-30°C por até 14 dias. Em seguida, cilindros de 7mm de diametro foram
cortados deste agar e colocados sobre placas de Petri contendo agar Mueller-
Hinton, em cuja superficie foram previamente inoculados os Staphylococcus aureus
meticilino-resistentes (MRSA) indicadores, que foram diluidos para a metade da
concentracdo do tubo n°® 1 da Escala de MacFarland. As placas de Petri foram
incubadas a 37°C. A leitura da atividade antimicrobiana foi realizada medindo-se o
diametro do halo de inibicdo de crescimento (em milimetros) dos estafilococos apos
24 horas de crescimento. Os actinomicetos que produzirem um halo de inibicdo >
8mm foram considerados capazes de produzir substancia bioativa frente a
Staphylococcus aureus meticilino-resistentes.

2.3. Producéo e Extragcdo da Substancia Antibiotica

Para a producdo de substancias bioativas foram empregados 0s meios
liquidos e solidos ACT e ISP2. Foi preparado um pré-indculo dos isolados de
actinomicetos em um Erlenmeyer contendo 15 ml do caldo. O pré-indculo foi
incubado sob agitacdo em “shaker” a 180 rpm, 30°C por 48 horas. Decorrido este
periodo, foram adicionados 50mL de caldo novo e todo o conteado do Erlenmeyer
foi novamente incubado sob as mesmas condi¢cbes anteriores, por 14 dias. A
producdo em meio soélido foi realizada inoculando uma alcada nos respectivos
meios e crescidas por 14 dias sob as mesmas condicdes anteriores.

Apbs o término da fermentacao procedeu-se a producdo do extrato etandlico
bruto utilizando-se etanol absoluto e acetato de etila. Os extratos etandlicos brutos
foram concentrados e armazenados em tubos Eppendorf em freezer a —20°C.

2.4. Determinacéo da Atividade Citotoxica de Extrato Etandlico Bruto
Para a determinacdo da atividade citotoxica utilizou-se da metodologia com
Artemia salina. Para o experimento, ovos de Artemia salina foram eclodidos em



uma solucéo salina contendo 3,5% de sal marinho em agua mineral. Os ovos foram
incubados, sob iluminacdo e aeragao constante, a 30°C por 24 horas.

Uma solucdo de extrato etandlico bruto foi preparada, solubilizado o extrato
bruto em Dimetilsulféxido a 1:1 e o volume completado para 10mL com a solucdo
salina, previamente preparada. Essa solucdo foi utilizada para a preparacdo das
demais diluicbes empregadas, o experimento foi realizado em triplicata. Foram
realizadas diluicbes de 20.000, 10.000, 5.000 e 2.500 ppm. Aos tubos, contendo 1,0
mL destas diluicbes foram adicionados 10 naupilos de Artemia salina. Os tubos
foram incubados sob iluminac&o a 30°C por 24 horas. Apés este periodo, o numero
de naupilos mortos ou com perda de movimento foram contados. Os resultados
obtidos foram utilizados para o calculo da DLsp. A DLsg foi calculada pela analise de
regressdo dos resultados obtidos, apdés a determinacdo da porcentagem de
mortalidade das larvas pela formula:

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 50 morfoespécies de actinomicetos foram isoladas das diferentes
amostras de solo processadas. Destas, 7 (14,0%) (OCTX4, PEG30, RKF3, RKF7,
RKF8, RKX3 e RKX13) apresentaram atividade antimicrobiana frente aos
Staphylococcus aureus meticilino-resistentes.

As caracteristicas das colbnias apés 7 dias de crescimento a 30°C podem ser
observadas na Tabela 1. Observa-se que dos 7 actinomicetos, apenas 1 €
proveniente de solo de Mata Atlantica, demonstrando neste trabalho um maior
potencial dos actinomicetos presentes em solos de Cerrado quando comparado ao
de Mata Atlantica, para a producdo de moléculas bioativas com capacidade para
inibir o crescimento de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes.

Tabela 1 — Caracteristicas macroscopicas do cultivo dos actinomicetos isolados
apos 14 dias de cultivo.

Isolado Procedéncia M_eio de Pigmento Micelio de Mif:é”o
Cultivo Ideal Substrato Aéreo

RKX3 Cerrado ACT Amarelo Amarelo Branco
RKX13 Cerrado ACT - Branco Branco
RKF3 Cerrado ACT - Branco Branco
RKF7 Cerrado ISP2 - Rosa Rosa
RKF8 Cerrado ISP2 - Amarelo Branco
OCTX4 Mata Atlantica ACT - Branco Branco
PEG30 Cerrado ACT Violeta Violeta Branco

No presente experimento, o 4gar ACT apresentou melhores condi¢bes para a
producdo de moléculas bioativas quando comparado ao agar ISP2. Este fato pode
ser devido a diferentes constituintes presentes nos meios de cultura podem
influenciar a producdo de moléculas antimicrobianas. Geralmente a producdo de
metabdlitos secundarios € observada em meios ricos, capazes de manter um rapido
crescimento, e onde o0s nutrientes, provavelmente, reprimem a formacdo das
enzimas inibidoras da sintese de metabdlitos. Na Tabela 2 pode ser observada a



capacidade de producdo de moléculas com atividade antimicrobiana pelos
actinomicetos.

Tabela 2 — Atividade antimicrobiana dos actinomicetos isolados frente aos
Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA)

Halo de inibicdo do crescimento (mm)

Actinomiceto  MRSAl MRSA2 MRSA3 MRSA4 MRSAS5 MRSAG

RKX3 23 21 22 21 22 21
RKX13 15 14 13 13 14 14
RKF3 15 14 14 13 13 13
RKF7 13 11 12 11 11 11
RKF8 21 17 17 17 12 15
OCTX4 12 10 11 10 9 9
PEG30 11 10 11 10 12 10

O extrato etandlico bruto dos isolados crescidos em meios liquido apresentou
maior inibicdo do crescimento dos MRSA quando comparado ao crescimento em
agar. Isso se deve a uma maior concentracdo de biomoléculas no extrato em
detrimento do agar como também a aeracdo que pode ser fundamental para a
producdo das biomoléculas.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana do extrato etanolico bruto dos isolados
actinomicetos frente aos Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA)

Halo de inibicdo do crescimento (mm)

Amostra “GecAl MRSA2 MRSA3 MRSA4 MRSA5 MRSA6  ATCC
Etanol - - - - - - -
RKX3 (ACT) 29 28 30 30 27 30 30
RKX13 (ACT) 25 25 26 27 25 28 27
RKF3 (ACT) 25 25 25 26 27 26 27
RKF7(ISP2) 20 20 21 20 23 21 19
CHF1 (ISP2) 19 18 15 16 18 13 18
OCTX4 (ACT) 17 17 18 17 16 16 17
PEG30 (ACT) 15 16 17 16 17 17 17

A atividade citotoxica frente a Artemia salina foi determinada para os isolados
gue apresentaram atividade antimicrobiana. Somente o isolado PEG30 apresentou
atividade citotéxica em baixa concentracdo, como pode ser observado na tabela 4.

Tabela 4 — Atividade citotdxica dos actinomicetos

Concentragao Letal 50% (LC50) em ppm

Actinomicetos de extrato etanolico bruto

RKX3 3.000
RKX13 2.500
RKF3 5.000
RKF7 3.000
RKF8 18.000
OCTX4 7.500

PEG30 78,13




4. CONCLUSOES

Os resultados sugerem um grande potencial dos actinomicetos, especialmente
aqueles isolados de solo de Cerrado, como produtores de moléculas bioativas com
capacidade de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes.
Testes em sistemas de cultivo de tecidos deveréo ser realizados para a confirmacéo
ou ndo da baixa toxicidade dessas biomoléculas para posterior pesquisa e uso na
terapéutica de infec¢des causadas por MRSA.

Apoio: FUNAPE, PPGMT/IPTSP, CAPES
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