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RESUMO: O objetivo geral deste trabalho foi investigar o potencial da bioprospecgdo de substancias
anti-fungicas produzidas por Actinomycetes isolados da Regido Amazobnica. Especificamente, foi
realizado o isolamento, selecdo qualitativa e quantitativa de isolados produtores de anti-fingicos,
cromatografia de camada delgada e bioautografia das substancias anti-fungicas. Foram isoladas 41
linhagens, estas foram submetidas ao teste qualitativo quanto a producdo de antifiingicos, 26, 4 e
29 foram os numeros de isolados que produziram substancias antifungicas contra Candida albicans,
Candida glabrata e Cryptococcus neoformans, respectivamente. Os produtos de bioprocesso de 10
isolados foram selecionados e submetidos a determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)
frente as linhagens patogénicas, sendo encontrados valores entre 0,9-22,4 ug/mL. A bioautografia
da fragdo etandlica dos isolados ACT2 e ACT46 apresentou atividade antifungica frente a C. albicans

e os valores de Rf foram diferentes dos observados para Anfotericina B.
PALAVRAS-CHAVE: Actinomycetes, producdo de antifungicos, bioautografia

ABSTRACT: The aim of this work was carried out a screening of Actinomycetes strains isolated from
Amazonian soil for antifungal production. Strain isolation, qualitative and quantitative screening, thin
layer chromatography and bioautography were carried out. 41 isolated were submitted for the

qualitative screening for antifungal production and 26, 4 and 29 were the numbers of strains that



Souza, J. V. B. et al./Revista Eletrénica de Farmacia Vol 6(3), 94-102, 2009. 95

produced inhibition to Candida albicans, Candida glabrata and Cryptococcus neoformans,
respectively. The bioprocess products from 10 strains were submitted to the determination of
minimal inhibitory concentration (MIC) of the pathogenic strains. The MIC values were between 0.9-
22.4 pg/mL. The bioautography from the ethanol soluble products produced by ACT2 and ACT 46
strains presented antifungal activity against C. albicans and with Rf values different from Anfotericin
B.

KEYWORDS: Actinomycetes, antifungal production, bioautography
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INTRODUCAO

Durante as Ultimas duas décadas, a
freqiéncia de infecgOes flngicas sistémicas tem
aumentado. Isto pode ser atribuido ao nimero
de pacientes que sofrem
imunocomprometimento causado pela infeccao
pelo HIV, pelo tratamento com quimioterapicos
e por transplantes, ou ainda, aqueles que
passaram por procedimentos invasivos e fazem
uso de anexos vasculares e/ou antimicrobianos
de largo espectro (BOUDEMAGH et al.,2005 ).
Novos patdégenos e o surgimento de linhagens
também sdo
preocupacoes (WIART et
al.,2004; BOUDEMAGH et al.,2005).

Os Actinomycetes sao uma das principais

resistentes a anti-fingicos

contemporaneas

secunddrios com
atividade anti-celular (VERNEKAR et al.,2001,
VODA et al.,2003, UZUKI et al.,2005; KITOUNI
et al.,2005). Os Streptomyces spp constituem

fontes de metabdlitos

50% do total da populagcao de Actinomycetes
do solo e 75% dos antibidticos utilizados na
atualidade sdo produzidos por este género
(NIKODINOVICA, 2003). Trabalhos de selecao
de Actinomycetes com o objetivo de encontrar

novas substancias antimicrobianas continuam a

ser realizados em grande nimero
(BOUDEMAGH et al.,2005).
Poucas pesquisas investigaram novos

produtos a partir de Actinomycetes isolados de
regibes do planeta como China, Australia e
Marrocos (QUIROGA et al.,2001; OUHDOUCHA
et al.,2001), da mesma forma, ndo ha grupos
de pesquisa instalados na Amazobnia Brasileira
investigando o potencial anti-fiUngico das
substancias produzidas por Actinomycetes.

O objetivo deste trabalho foi investigar o
potencial da bioprospeccdo de substancias anti-

fungicas produzidas por Actinomycetes isolados

da regido amazodnica. Especificamente, foi
realizado o isolamento, selegdo qualitativa e
quantitativa de isolados produtores de anti-
fungicos, cromatografia de camada delgada e

bioautografia das substancias anti-fingicas.

MATERIAL E METODOS
Isolamento e selegdao de Actinomycetes
produtores de anti-fingicos da regiao
amazonica.

Isolamento: Foi realizado como descrito
por BOUDEMAGH et al. (2005). Amostras de
terra do municipio de Presidente Figueiredo
(Municipio do estado do Amazonas localizado a
110 Km da Manaus-AM)

submetidas a diluicdes sucessivas em agua

capital foram
(LACAZ et al.,2001) e inoculadas em superficie
de meio de cultura (Agar EPG -extrato de
levedura 3g/L, extrato de malte 3g/L, peptona
5g/L, glicose 10 g/L e 40 mg/L de actidione)
contido em placas de petri. As col6nias que se
desenvolveram (21 dias a 25 °C) com
morfologia semelhante a Actinomycetes foram
purificadas e preservadas sob-6leo mineral a 20
°C (LACAZ et al.,2001).

Selecdo qualitativa: Foi realizada como
descrito por QUIROGA, (2001). Inicialmente os
fungos foram submetidos a um bioprocesso (1
mL de indculo contendo 10° células/mL dos
isolados foi transferido para Erlenmeyer de 125
mL contendo 25 ml de caldo EPG e em seguida
foram incubados sob agitagdo de 100 rpm,
temperatura de 28°C por 120 horas) com a
finalidade de produzir as substdncias anti-
fungicas. Os metabdlitos presentes no caldo
resultante do bioprocesso foram aliquotados
(100 pL) em “cup plates” feitos em meio de

cultura (agar RPMI 1640 suplementado de
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tampdao MOPS e glicose 5%) previamente
inoculado (10> células/mL), em profundidade,
com linhagens patogénicas
FMTO5, Candida
FMT132/06 e Candida glabrata FMT 130/06). As

placas de petri foram incubadas (24 horas a

(Cryptococcus

neoformans albicans

temperatura de 28 °C) e, em seguida, foram

determinados os tamanhos dos halos
produzidos.

Selecdo quantitativa (determinagdo do
CIM): A selecao quantitativa foi feita como
CLSI-M21-A2 (2002). Dez

produtos de bioprocessos selecionados a partir

descrito pela

do experimento de selegdo qualitativa foram
submetidos a determinagdo da sua CIM.
Concentragbes entre 0,1-1000 pg/mL destes
produtos (secos sob pressdo reduzida a 40 °C)
foram avaliadas frente a culturas liquidas (meio
RPMI 1640, adicionado de tampao MOPS e
glicose 5%) contendo os fungos patogénicos
(Cryptococcus neoformans FMT05 e Candida
albicans FMT132/06).

antimicrobiano utilizado como referéncia.

Anfotericina B foi o

Cromatografia de camada delgada e

bioautografia das substancias anti-
fuingicas.

Extrato alcodlico: Foi obtido como descrito
por QUIROGA, (2001). Um grama de produto
de bioprocesso seco (baixa pressdo 40 °C) foi
misturado com 10 mL de etanol (96 %) sob
agitagdo orbital (50 rpm). O material insollvel
foi separado (filtragdo em papel Whatman n© 5)
e 0s componentes sollUveis foram secos (baixa
pressao 40 °C).

Cromatografia de camada delgada: Foi
realizada como descrito por SCHMOURLO et al,
(2005). As amostras (1 mg) foram aplicadas

em papel cromatografico (G60 F250, 8 cm x 8

cm), foram desenvolvidas (n-butanol/acido
acético/ agua 8:1:1) e em seguida reveladas
com sulfato sérico e ultravioleta (254 e 366
nm).

Bioautografia: Foi realizada como descrito

por SCHMOURLO et al, (2005).
Cromatogramas, feitos como descrito
anteriormente, foram cobertos com uma

camada de 4 mm de meio de cultura (agar
RPMI 1640 suplementado de tampdo MOPS e
glicose 5%) previamente inoculado (10°/mL)
com a linhagem Candida albicans FMT132/06,
este microrganismo foi selecionado por permitir
uma discussdo mais completa com trabalhos
previamente realizados. As placas foram
incubadas (48 h a 37 °C ) e reveladas (Cloreto
de metiltiazoltetrazdlico-5 mg/mL) para a

observagdo das areas de inibicdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento e selecao de Actinomycetes
produtores de anti-fingicos da regiao
amazonica.
Neste trabalho, foram isoladas 41
linhagens de 4 amostras de solo superficial,
contendo material vegetal em decomposicao.
As linhagens foram identificadas como
Actinomycetes devido a sua macro e micro-
morfologia. A literatura descreve que a maioria
dos isolados de solo de Actinomycetes sao do
(RISK et al.,2007),

nossos achados micromorfoldégicos nos fazem

género Streptomyces

acreditar que a maior parte dos nossos isolados
pertencem a este género.

O isolamento de Actinomycetes tem sido
uma abordagem freqliente devido a capacidade
destes de produzir metabdlitos de interesse
industrial (BURRES et al.,1995; HOLTZER et

al.,2003). Actinomycetes sdao responsaveis pela
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70% dos

existentes incluindo eritromicina, tetraciclina,

producdo de antimicrobianos

estreptomicina, clorafenicol, neomicina,
ciclohexamina

2004) e novas

nistatina, anfoterina B e

(SIRVASTAVA & SINGHAL,

substancias continuam sendo descobertas
(EGUCHI et al.,2004; TAECHOWISAN et
al.,2005; KONIA et al.,2008; ARASU et
al.,2009;).

O meio de isolamento EPG foi modificado
durante os experimentos devido ao isolamento
de grande quantidade de col6nias de fungos
mitosporicos. A substituicido de glicose por
amido e a utilizagdo de meio tamponado
(tampdo fosfato de potassio 0,01 M, pH 5,0)
favoreceu o isolamento dos organismos alvo.
Alguns estudos tém demonstrado que os meios
de cultivo sdo muito importantes no isolamento
e produgdo de substdncias de interesse
biotecnoldgico por Actinomycetes (RISK et
al.,2007, LIANG et al.,2008; GAO, et al.,2009).
Portanto, estudos como o realizado por GAO et
al.,(2009),

multifatorial para a otimizagcdao da producdo de

que utilizaram um planejamento

avermectina Bl por Streptomyces avermitilis

sao fundamentais para caracterizacao de novos
isolados.
teve como

A avaliagdao qualitativa

objetivo demonstrar quais microorganismos
produziram antifungicos. Esta abordagem é
bem descrita na literatura e em varios trabalhos
resultou no isolamento de linhagens
(THAKUR et al.,2007).

trabalho, entre os 41 isolados, 26, 4 e 29

promissoras Neste
isolados produziram substancias com atividade
antagonica para C. albicans, C. glabrata e C.
(Tabela 1).

THAKUR et al., 2007 realizaram uma selecdo de

neoformans, respectivamente
Actinomycetes produtores de antiflingicos e,
entre 110 isolados, 47 produziram atividade
antifungica contra C. albicans, ou seja, fragao
“semelhante” a observada neste trabalho.

C. albicans, C. glabrata e C. neoformans
forma diferente aos

foram sensiveis de

produtos de bioprocesso. As cepas de C.
neoformans e C. albicans foram mais sensiveis
que C. glabrata. Este resultado estd de acordo
com a literatura que apresenta C. glabrata
como organismo intrinsecamente resistente aos
(FORREST, 2006).

antifungicos existentes

Tabela 1. Caracterizagdo das linhagens quanto a capacidade de producdo de antifungicos

Caracterizacao/ Candida Candida n Cryptococcus
Halo de inibicdo (mm) albicans n (%) glabrata (%) neoformans n (%)
Nao produtor/ 0
15 34,1 37 84,1 12 27,3
Produtor/1- 15
5 11,4 4 9,1
Forte produtor/ > 16
21 47,7 29 65,9
A técnica da macrodiluigdo CLSI-M21-A2 Mg/mL. Ressalta-se que os produtos de

foi utilizada para determinar a CIM de 10
produtos de bioprocessos frente as linhagens de
C. albicans e C. neoformans (Tabela 2), sendo

encontrados valores de CIM entre 0,9-22,4

bioprocesso/fermentacdo nao passaram por

nenhum processo de purificagdo e que,

portanto, possuem um grande potencial, uma
valores de CIM

vez que, apresentaram
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semelhante aos observados na literatura para

antifungicos como Fluconazol e Anfotericina B

(FORREST, 2006).

Tabela 2. Concentracédo Inibitéria Minima dos produtos de bioprocesso dos isolados

CIM para Candida
albicans pg/mL

CIM para
Cryptococcus

neoformans pg/mL

1,97
12
22,4
10,7
1,22
1,31
1,31
13
1,13
9,9

Extrato
ACT1 1,97
ACT 2 12
ACT 18 2,24
ACT 27 1,07
ACT 28 1,22
ACT 29 13,1
ACT 32 1,31
ACT 35 13,8
ACT 46 11,3
ACT 47 0,9
Cromatografia de camada delgada e

bioautografia das substancias anti-
fuangicas.

Os extratos etandlicos das linhagens
ACT2 e ACT46

cromatografia e, em seguida, a biautografia.

foram  submetidos a
Estas linhagens foram escolhidas por serem
capazes de inibir o crescimento das trés
linhagens patogénicas estudadas. Zonas de
inibicdo foram observadas nos Rfs de 0,61,
0,67 e 0,38 para Anfotericina B, produtos de
ACT2 e produtos de ACT 46, respectivamente.
Este resultado é importante, pois corrobora
com a possibilidade de obtencdao de novas
substancias.

A precipitacdo com etanol do meio
fermentado permitiu a separagdo de polimeros,
proteinas, de

como  polissacarideos e

micrometabdlitos. Isto acontece, pois a
solvatagdo e a interagdo entre as moléculas
mudam fazendo com que os polimeros sejam

encontrados como precipitados insolUveis e os

micrometabdlitos no sobrenadante. Utilizou-se
a bioautografia, pois ela é uma metodologia
interessante que combina a capacidade de
separagao da cromatografia de camada delgada
com a descriminagdo de quais substancias
bioatividade  frente ao
microrganismo (SCHMOURLO et

al.,2005, THAKUR et al.,2007).

apresentam a

testado

CONCLUSOES

A técnica de isolamento foi util para
isolar Actinomycetes produtores de
antifungicos. A selecdo qualitativa demonstrou
que uma

fracao significativa dos

microrganismos produziu substancias com
antagonismo para C. abicans e C. neoformans.
As CIM

purificacao,

determinadas, sem qualquer

foram semelhantes as de
antifingicos comercializados. A biautografia
indicou que os Rf dos antimicrobianos
estudados sao diferentes do Rf da Anfotericina

B.
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