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RESUMO

Os actinomicetos s&o bactérias gram-positivas que possuem a capacidade de formar hifas
em algum estagio do seu desenvolvimento. Sao encontrados em solos, dguas e ambientes
modificados pelo homem, sendo os principais produtores de antimicrobianos. Visando
isolar Actinoplanetes (actinomicetos raros) capazes de produzir substincias com atividade
antimicrobiana e com baixa citotoxicidade, amostras de solo de cerrado foram tratadas
segundo a metodologia descrita por Palleroni (1980). Foram isoladas seis morfoespécies
com caracteristicas de Actinoplanes (ACR 3, 4, 7, 13, 14, 23). Os isolados foram
avaliados em relagiio a oito bactérias gram-positivas, oito gram-negativas e sete fungos.
Nio foi observada atividade antimicrobiana contra as bactérias gram-negativas nem
contra os fungos. Essa atividade foi observada somente contra bactérias gram-positivas.
Os Actinoplanes ACR 4, 7 e 23 foram os 1inicos que mostraram producdo de moléculas
bioativas com atividade contra bactérias gram-positivas, e essa atividade foi melhor no
meio agar AC. Os extratos secos produzidos pelos isolados Actinoplanes ACR 4, 7 e 23
ndo apresentaram atividade citotdxica nas concentragdes analisadas (de 20.000 ppm a
0,125 ppm de extrato seco). Os resultados sugerem um potencial dos isolados na produgio
de substincias com atividade antimicrobiana, as quais poderdio ser utilizadas na terapéutica
das infecgdes causadas por bactérias grar-positivas.
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INTRODUCAO

Os actinomicetos so um grupo heterogéneo de bactérias caracterizadas
por sua habilidade em formar hifas. Tais bacterias sdo aerobias, gram-positivas,
com alto contetido de G+C em seu DNA, sendo encontradas em diversos
ambientes, particularmente no solo (Holt et al. 1994). Sua morfologia varia de
simples 4 complexa, compreendendo desde bactérias que se multiplicam por
divisio binaria (Corynebacterium ssp) € outras que s¢ apresentam como c¢lulas
envelopadas e algumas ramificagOes, a exemplo da Mycobacterium ¢ Nocardia
spp, respectivamente, até espécies extensivamente filamentosas e ramificadas,
como Streptomyces (Connell 2001). :

Os actinomicetos possuem a caracteristica marcante de produzirem
inimeros compostos bioativos, estruturalmente diversos, de elevada importincia
farmacéutica e agricola (Goodfellow et al. 1983). Tais compostos sdo metabolitos
secundarios, sintetizados por um grupo muito reduzido de microrganismos durante
a fase tardia do seu crescimento. Os compostos sintetizados nio sfo necessarios
para o desenvolvimento do microrganismo produtor ¢, geralmente, sdo produzidos
como uma mistura de produtos quimicamente relacionados entre si. Entre os
metabolitos secundarios mais conhecidos, encontram-se os antibioticos. Existem
cerca de cinco mil compostos com atividade antibidtica, e esse nimero aumenta
numa média de aproximadamente trezentos a cada ano., Os actinomicetos, em
particular, as bactérias do género Streptomyces, sd0 responsaveis por 75,0% da
producio desses antibidticos (Sanglier et al. 1993a e b).

A producdo de moléculas bioativas, dentre elas os antibioticos, € uma
das 4reas de aplicagdo farmacologica mais exploradas em biotecnologia,
envolvendo, principalmente, empresas de paises industrializados. A pesquisa
de microrganismos produtores de novos compostos tem sido realizada através
do isolamento e screening de diferentes ambientes ¢ também de actinomicetos
ditos raros, os Actinoplanetes (Nolam & Cross 1988).

. Actinoplanetes é um nome trivial para designar espécies microbianas
da familia Actinoplanaceae, que s3o caracterizadas pela produgéo de esporos
freqiientemente moveis ap6s serem desvinculados dos esporangios ou das
vesiculas. A classificacfio genérica dessas espécies ¢ baseada na morfologia
do espordngio, que ¢ esférico ou irregular nos Actinoplanes, Spirillospora ¢
Streptosporangium, lobado nos Amorphosporangium, com forma de sino ou
garrafa nas Ampullariella e cilindrico nos Dactylosporangium, Planobispora
e Planomonospora (Makkar & Cross 1982). Os géneros sdo diferenciados com
base nos arranjos ¢ no niimero dos esporos no esporédngio, na motilidade dos
esporos € na composigio da parede celular (Holt et al. 1994).

O presente trabalho visou o isolamento de Actinoplanes oriundos de amostras
de solo do cerrado goiano, com atividade antimicrobiana e baixa atividade citotoxica.

218 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



MATERIAL E METODOS
Amostragem ¢ isolamento dos Actinoplanes

Amostras de solo foram coletadas a uma profundidade de 0 a 10 cm, na
regido de cerrado goiano (Acreuna-GO), e processadas no Laboratério de
Microbiologia Ambiental do Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica da
Universidade Federal de Goids. As amostras foram submetidas a um pré-tratamento
de dessecagdo 4 temperatura ambiente por dezesseis horas. Apos esse periodo
utilizou-se a metodologia descrita por Palleroni (1976, 1980) para o isolamento
dos Actinoplanes: colocou-se uma porgdo (0,5 g) da amostra em cada
compartimento da cidmara de isolamento e adicionou-se agua destilada esterilizada
at¢ o nivel de 2 mm acima do canal de conexdo. A cdmara foi incubada por uma
hora a 30°C para induzir a liberagio e a mobilidade dos esporos do esporingio
maduro. Apos esse periodo, um tubo capilar esterilizado, preenchido com tampdo
fosfato 0,01 mol/L, foi colocado no canal de conexdo com uma pinga fina. O
capilar ficou imerso pelo menos em 1 mm da superficie do liquido. Esse aparato foi
deixado por mais uma hora a 30°C. O tubo capilar foi entdo retirado e lavado
externamente com agua esterilizada, € o contetido, vertido dentro de um tubo
Eppendorf contendo 1 ml de 4gua esterilizada. Por¢des dessa suspensdo foram
espalhadas sobre a superficie de placas de Petri contendo o 4gar amido-caseina
(AC) adicionado de 0,5% de sulfato de magnésio anidro (Palleroni 1980). As
placas foram incubadas a 30°C por até 21 dias. Coldnias com caracteristicas
tipicas de Actinoplanes foram retiradas e semeadas em meio 4gar ISP-2 e incubadas
a 30°C até a esporulacdo (de sete a quatorze dias). Esse processo foi repetido por
cinco vezes a fim de garantir a pureza dos isolados. As coldnias foram
caracterizadas quanto a afinidade tintorial das células (gram-positivas), presenca
de esporos moveis, morfologia € composi¢do da parede celular. Aquelas que
apresentaram caracteristicas de Actinoplanes foram mantidas em dgar ISP-2 e em
solugdo de glicerola 20,0% a - 20°C (Holt et al. 1994).

Determinacédo da atividade antimicrobiana dos isolados

Para a determinagdo da atividade antimicrobiana, os isolados foram
cultivados em placas de Petri contendo o 4gar AC (Palleroni 1980) e 0 4gar meio
para produgio de estreptomicina (MPE) (Melo & Sanhueza 1995). Foram também
incubados a 30°C por quatorze dias para a formagdo de um tapete homogéneo
de crescimento dos microrganimos isolados. Apos esse periodo, cilindros de
agar de 7 mm de didmetro foram cortados € colocados sobre placas de Petri
contendo agar Miiller-Hinton previamente tnoculado com culturas bacterianas
indicadoras: Bacillus cereus ATCC 14.579, B. subtilis DAUFPE 16, Enterococcus
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faecalis LMM-IPTSP, Micrococcus luteus CCT 3.225, Rhodococcus equi CCT
0541, Staphylococcus aureus ATCC 25.923, 8. epidermidis ATCC 12.228, S.
saprophyticus LMM-IPTSP, Citrobacter Sfreundii LMM-IPTSP, Escherichia
coli ATCC 25.922, Enterobacter cloacae LMM-IPTSP, Proteus mirabilis LMM-
IPTSP, Pseudomonas aeruginosa CCT 0090, P. fluorescens CCT 0595,
Salmonella sp LMM-IPTSP, Serratia sp LMM-IPTSP. As placas foram
incubadas a 37°C por um periodo de 16 a 24 horas. As culturas das bactérias
indicadoras foram padronizadas a uma concentragdo equivalente 2 metade da
concentragio do tubo n° 1 da escala de McFarland e semeadas com o auxilio de
swab (Woods & Washington 1995). Os fungos indicadores (Aspergillus flavus
LMM-IPTSP, 4. fumigatus LMM-IPTSP, Candida albicans CCT 0776,
Microsporum canis LMM-IPTSP, M. gypseum LMM-IPTSP, Rhodotorula sp
LMM-IPTSP e Trichosporum sp LMM-IPTSP) também foram padronizados a
mesma concentracdo, inoculados em 4gar Sabouraud e incubados a 30°C por
um espago de 72 a 96 horas (Espinel-Ingroff & Pfaller 1995). Para realizar a
leitura, mediu-se a zona de inibi¢do do crescimento dos microrganismos testados.

Para a preservagdo dos microrganismos indicadores, as bacteérias foram
mantidas em glicerol a 50% em congelador a - 20°C, e os fungos em agar
Sabouraid sob refrigeracdo a - 4°C.

Determinag¢ao da atividade citotoxica
Produgio e extragdo da substéncia bioativa

Os isolados que apresentaram melhor atividade antimicrobiana foram
inoculados em 15 mL de caldo amido-caseina de Waksman (17) e incubadosa
30°C sob agitacdo constante (180 rpm) por trés dias. Em seguida, adicionaram-
s¢ a eles 50 mL do mesmo caldo, deixando-os incubar por mais quinze dias nas
mesmas condi¢Bes. Apds esse periodo, o caldo foi filtrado para a separagdo da
massa.celular, que foi macerada em gral e tratada com etanol absoluto numa
proporgdo de 2,0 mL do solvente para cada grama de micélio bruto (Delle
Monache et al. 1970). Esse procedimento foi repetido trés vezes, € 0 extrato
etanolico (extrato 1) obtido foi separado para posterior utilizagdo como diluente
do residuo da evaporagdo do filtrado. Tratando-se por trés vezes o filtrado com
acetato de etila, obteve-se uma bicamada na qual a fase organica foi separada e
evaporada sob pressdo (rotavapor) a 42°C, O residuo obtido foi ressuspenso
com o extrato etanolico produzido anteriormente, sendo novamente evaporado
para s¢ obter extrato seco. Esse também foi ressuspenso em 1 mL de etanol
absoluto, obtendo-se assim o extrato 2, chamado de extrato etanélico bruto.
Finalmente o extrato 2 foi armazenado em congelador para posterior utiliza¢do
no teste de citotoxicidade em Artemia salina.
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Teste de citotoxicidade em Artemia salina

No teste de citotoxicidade em Artemia salina descrito por Blizzard et
al.(1989) € Takahashi et al. (1989) com modificagdes, 200 mL do extrato etanélico
. bruto foi solubilizado em 200 mL de dimetilsulfoxido (DMSO0), e o volume foi
completado para 10 mL com solugZo salina a 3,5% preparada com sal marinho e
agua filtrada (solugdo estoque — 20.000 ppm do extrato seco) (Blizzard et al.
1989). A partir dessa solugdo foram preparadas outras solugbes nas
concentragfes de 20.000 ppm até 0,125 ppm do extrato seco. Colocou-se 1,0 mL
dessas solugbes em tubos aos quais foram adicionados dez nauplios de Artemia
salina obtidos por eclosio de ovos em solugdo salina a 3,5%. Os n4uplios
foram deixados nessa solugdo a 30°C sob aeragdo ¢ iluminagio por 48 horas e
posteriormente concentrados para o uso no teste. Os tubos contendo o extrato
diluido ¢ os nauplios foram mantidos a 30°C sob iluminagdo. Os n4uplios
sobreviventes foram contados ap6s 24 horas de incubagio. Fez-se um controle
negativo utilizando etanol absoluto € DMSO nas mesmas concentra¢des do
experimento, realizado em triplicata. A porcentagem de mortalidade foi calculada
por meio da formula deserita abaixo, e a determinagdo da DL_ foi feita pela
anlise de regressdo da porcentagem de mortalidade.

n° de nduplios mortos ou com inibigdo de movimentos
n°® total de Artemia salina

% de mortalidade = x 100

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Actinoplanes caracterizam-se por possuirem coldnias lisas,
brilhantes ou enrugadas, com coloragido variando entre amarelo, alaranjado,
vermelho, azul, verde, ocre, plrpura, marrom ou preto (Holt et al. 1994). Possuem
esporos mdveis devido a presenca de flagelos. Com base nessas descrigdes e
na coloracdo de gram (bactérias gram-positivas), foram isoladas seis
morfoespécies com caracteristicas de Actinoplanes (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas macroscopicas do cultivo de Actinoplanes isolados
em agar AC segundo Waskman apos quatorze dias de cultivo

Isolados Micélio Aéreo Micélio de Superficie
Actinoplanes ACR 3 lararja laranja
Actinoplanes ACR 4 preto marron
Actinoplanes ACR 7 preto preto
Actinoplanes ACR 13 laranja-escuro laranja-escuro
Actinoplanes ACR 14 amarelo amarelo
Actinoplanes ACR 23 marrom marrom
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A capacidade de produgdo de moléculas bioativas com atividade
antimicrobiana pelos isolados pode ser observada na Tabela 2. Nio se
observaram, em nenhum dos meios utilizados, moléculas produzidas com
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-negativas nem contra fungos,
mas somente contra bactérias gram-positivas. As cepas Actinoplanes ACR 4,
ACR 7 e ACR 23 demonstraram melhor atividade contra bactérias gram-positivas
quando cultivadas no agar AC. Ja as cepas ACR 3, ACR 13 e ACR 14 ndo
apresentaram atividade em nenhuma das condiges testadas. Somente a cepa
Actinoplanes ACR 7 apresentou atividade antimicrobiana quando previamente
cultivada no meio 4gar MPE. /_

Quando comparado com o dgar MPE, o agar AC possibilitou .aos
isolados de Actinoplanes testados, nas condigdes da andlise, melhor capacidade
para producdo de moléculas antimicrobianas.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana dos Actinoplanes isolados contra as
- bactérias gram-positivas

. . Meio de | Actinoplanes |Actinoplanes | Actinoplanes
Bactérias Indicadoras Culwa | ACR 4 ACR?7 | ACR23
AC ++ - -
- |Bacillus cereus ATCC 14.579
MPE - - -
: AC + - +
Bacillus subtifis 16
: MPE - ++ -
AC ++ - +
Enterococccus faecalis LMM-IPTSP
MPE - - -
AC - - ++
Micrococeus luteus CCT 3.225 -
MPE - ot -
AC ' - - -
Rhodococcus equi CCT 0541 - -
MPE - - -
Staphyl, ATCC 25923 _AC ki ki !
Y A X .
aphylococcus aureus APE - T -
_ -, AC - - -
Staphylococcus epidermidis ATCC12.228
_ MPE - - -
Staphyl hyticus LMM-IPTSP AC i b *
St lococcus  saprophyticus -
apiiylococaus. Sapropy MPE 3 Tt ;

Nota: +++ 14-16 mm de ©; ++ 11-13 mm de ©; + 9-10 mm de ©; - auséncia de halo de
inibicio de crescimento.

Diferentes constituintes presentes nos meios de cultura podem
influenciar a produgio de moléculas bioativas. Além desses constituintes, o
pH, a temperatura e o estado fisico (sélido ou liquido) também podem interferir
(Omoto et al. 1979, Shomura et al. 1979, Furlan 1997). Geralmente a produgdo de
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metabolitos secunddrios ¢ observada em meios ricos, capazes de manter um
rapido crescimento, € onde os nutrientes, provavelmente, reprimem a formacio
das enzimas inibidoras da sintese desses metabolitos (Piret & Demain 1988).
Analisando a produgdo de armentomicina por Strepromyces
armentosus, He et al. (1995) observaram que ¢la ¢ influenciada pela concentragio
de amido presente no meio de cultura (diferentes relagdes carbono-nitrogénio).
Furlan (1997), avaliando a produgio do complexo rentamicina por Streptomyces
olindensis DAUFPE 5.622, observou também diferencas nas atividades
antimicrobianas do complexo, de acordo com os diferentes meios de cultivo
(MP, STL-5 € RS Mod.). Também foi observado que o meio R5 Mod. apresentou
melhor capacidade para a produgdo de moléculas bioativas com atividade
antimicrobiana. Segundo a descrigdo de Furlan, os outros meios apresentam
componentes ndo refinados e indefinidos, podendo conter impurezas que

afetariam a produgdo. O agar MPE, por exemplo, contém farinha de soja, um
constituinte indefinido e nio refinado que node ter influenciado a ndn-nroducio
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de moléculas bioativas pelos lsoIados.

A atividade citotoxica foi determinada para os isolados Actinoplanes
ACR 4, ACR 7 ¢ ACR 23, que apresentaram as melhores atividades
antimicrobianas (Tabela 2). Observou-se que os extratos secos produzidos nio
apresentaram atividade citotoxica nas concentragdes analisadas: de 20.000 ppm
a 0,125 ppm de extrato seco (Tabela 3).

A Artemia salina vem sendo empregada como modelo para a
determinacdo da atividade citotoxica de diferentes materiais, dentre eles os extratos
vegetais (Rojas de Arias et al. 1995, Jiménez et al. 2001) e os antineoplasicos
(Badawey & Kappe 1997). Nos testes realizados com concentragdes maiores que
20.000 ppm do extrato seco, comparado com o controle (etanol € DMSO), foi
observado o efeito citotdxico sobre a Artemia salina.

Os resultados sugerem um potencial dos isolados de Actinoplanes
ACR 4, ACR 7 e ACR 23 na producdo de substincias com atividade
antimicrobiana, as quais posteriormente poderdo ser utilizadas na terapéutica
das infec¢Bes causadas por bactérias gram-positivas, Porém, testes em sistemas-
de cultivo de tecido deverdo ser realizados para a confirmacido ou ndo da baixa
toxicidade dessas biomoléculas.

Tabela 3. Atividade citotdxica dos isolados

Isolados Concentragdo Letal 50% (LC50) em ppm de extrato seco*
Actinoplanes sp ACR 4 > 20,000
Actinoplanes sp ACR 7 > 20,000
Actinoplanes sp ACR 23 > 20,000

*Experimento em triplicata
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CONCLUSOES

A metodologia de Palleroni (1980) foi eficiente para o isolamento de
Actinoplanes. Dos isolados obtidos neste trabalho, trés apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, sobretudo quando cultivados
em 4gar AC, e somente um deles (Actinoplanes ACR 7) apresentou essa atividade
quando previamente cultivado em agar MPE.

A baixa — ou nenhuma — citotoxicidade demonstrada nos extratos s€cos
sugere que os isolados de Actinoplanes ACR 4, ACR 7 ¢ ACR 23 s3o potenciais
produtores de substancias bioativas que podem ser empregadas na terapéutica
antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas.
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ABSTRACT

Determination of antimicrobial activity of Actinoplanes isolated from the Cerrado
soil and the cytotoxic effect of the ethanolic extract from the isolates

Actinomicetes are gram-positive bacteria which have the ability to form branching
hyphae at some stage of their development. They are found in ground, waters and
modified environments by man, being the main antimicrobial producers. The
development of resistance for the microorganisms has demanded man to search for
new molecules with antimicrobial activity. Aiming to isolate Actinoplanes (rare
actinomicetes) with capacity to produce substances with antimicrobial activity and
low citotoxicity, samples of Cerrado soil were treated according to methodology
described by Palleroni (1980). Six morphologically different specics with characateristics
of Actinoplanes were isolated (ACR 3, 4,7, 13, 14, 23). The isolates were evaluated
against 8 gram-positive bacteria, 8 gram-negative bacteria and 7 fumgi. The best
production of bioactive molecules was observed for Actinoplanes ACR 4, 7 and 23
with activity against gram-positive bacteria. There was no antimicrobial activity to
fungi and gram-negative bacteria. It was observed that dry extract produced by
isolated Actinoplanes ACR 4, 7 and 23, did not presented cytotoxic activity in the
analyzed concentrations (20,000 ppm the 0,125 ppmof dry extract). The results suggest
apotential of the isolates in the production of substances with antimicrobial activity,
that could be used therapeutically in infections caused by gram-positive bacteria.

KEYWORDS: Antimicrobial activity. Actinoplanes. Citotoxicity assay.
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