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RESUMO

Actinomicetos sdo bactérias gram-positivas que
apresentam crescimento filamentoso. Essas
bactérias se destacam pela producdo variada de
substancias bioativas que podem apresentar agdo
antimicrobiana, sendo muito utilizados na inddstria
farmacéutica para a produgdo de antimicrobiano.
Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar o
potencial de inibicdo contra Cryptococcus gattii a
partir de actinomicetos isolados do solo da regido
de Balsas, estado do Maranhdo. Para isolamento
das bactérias, as amostras de solo foram sujeitas a
diluigdes seriadas em meios de cultura convencio-
nais, obtendo-se apés um periodo, o crescimento
de colénias correspondentes, identificadas e enu-
meradas. Para caracterizagdo das espécies de acti-
nomicetos isoladas, realizou-se a técnica de micro-
cultivo, e para analise da agdo antifiingica dessas
bactérias, foram realizados ensaios de sensibilida-
de pela técnica em bloco de gelose frente ao fungo
Cryptococcus gattii ATCC 24065. Foram isoladas
10 cepas de actinomicetos, e dentre elas apenas
trés apresentaram a formacdo de halo de inibicéo
com média de 38,1mm, 41,6mm e 40mm, indican-
do possivel agdo antiflingica. Para identificagdo
das espécies de actinomicetos que apresentaram
acgdo, realizou-se a técnica de microcultivo, onde
foi possivel observar espécies de Streptomyces e
Streptosporangium. Portanto a pesquisa é de suma
importancia, uma vez que este fungo é causador da
criptococose, patologia associada a satde publica.
Tendo em vista que os medicamentos sintéticos
presentes no mercado vém apresentando incapaci-
dade de combater esses patédgenos.
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ABSTRACT

Actinomycetes are gram-positive bacteria that show filamentous growth. These bacteria are distin-
guished by the varied production of bioactive substances that can present antimicrobial action, being
very used in the pharmaceutical industry for the production of antimicrobial. In this way, the objective
of this work is to evaluate the inhibition potential against Cryptococcus gattiifrom actinomycetes iso-
lated from the soil of the Balsas region, Maranhdo state. For isolation of the bacteria, the soil samples
were subjected to serial dilutions in conventional culture media, obtaining, after a period, the growth
of corresponding colonies, identified and enumerated. For the characterization of the species of ac-
tinomycetes isolated, the microculture technique was performed, and for analysis of the antifungal
action of these bacteria, sensitivity tests were carried out by the block agar technique against the
fungus Cryptococcus gattii ATCC 24065. Ten strains were isolated among them, only three presented
the formation of inhibition halo with a mean of 38.4mm, 41.6mm and 40mm, indicating possible anti-
fungal action. In order to identify the species of actinomycetes that showed action, the microculture
technique was used, where it was possible to observe species of Streptomyces and Streptosporan-
gium. Therefore the research is of paramount importance, since this fungus causes cryptococcosis, a
pathology associated with public health. Considering that the synthetic drugs present in the market
have been unable to combat these pathogens.
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RESUMEN

Los actinomicetos son bacterias gram positivas que muestran un crecimiento filamentoso y se distinguen
por la produccién variada de sustancias bioactivas que pueden presentar una accién antimicrobiana, sien-
do muy utilizadas en la industria farmacéutica para la produccién de antimicrobianos. De esta manera, el
obijetivo de este trabajo es evaluar el potencial de inhibicién contra Cryptococcus gattii de actinomicetos
aislados del suelo de la regién de Balsas, estado de Maranhdo. Para el aislamiento de las bacterias, se hizo
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diluciones seriadas de las muestras de suelo, en medios de cultivo convencionales, obteniendo, después
de un periodo, el crecimiento de las colonias correspondientes, identificadas y enumeradas. Para la carac-
terizacion de las especies de actinomicetos aislados, se realizé la técnica de microcultivo, y para el anlisis
de la accidn antifingica de estas bacterias, se realizaron pruebas de sensibilidad mediante la técnica del
bloqueo de agar contra el hongo Cryptococcus gattii ATCC 24065. Diez cepas fueron aisladas y, entre
ellas, solo tres presentaron la formacién de halo de inhibicién con una media de 38,1 mm, 41,6 mmy 40
mm, lo que indica una posible accién antiflingica. Para identificar las especies de actinomicetos que mos-
traron accién, se utilizé la técnica de microcultivo, donde fue posible observar especies de Streptomyces
y Streptosporangium. Por lo tanto, la investigacién es de suma importancia, ya que este hongo causa la
criptococosis, una patologia asociada con la salud publica. Teniendo en cuenta que las drogas sintéticas
presentes en el mercado no han podido combatir estos patégenos.

PALABRAS CLAVE

Aislamiento, actinomicetos, sensibilidad, control biolégico, bioprospecciéon.

1INTRODUGAO

Os Actinomicetos s3o bactérias que apresentam em sua estrutura uma membrana fosfolipidica e
camadas espessas de peptideoglicano, caracterizando-as como Gram-positivas, contendo ainda em
seu genoma altas concentracées de citosina e guanina. Durante algum tempo essas bactérias foram
caracterizadas por alguns pesquisadores como fungo, devido ao seu crescimento filamentoso, além da
producdo de micélio de substratos, micélio aéreo e esporos, o que confere a esta classe resisténcia e so-
brevivéncia em diversos habitats, como &gua, animais, pedras, plantacdo e principalmente o solo (HOLT
et al., 1994; SATHEEJA; JEUMAR, 2011). Dentre as espécies mais comumente isoladas, encontra-se o
Streptomyces, onde, segundo Kennedy (1999), 30% da microbiota do solo corresponde a actinomicetos.

Essas bactérias se destacam pela produgdo variada de metabdlitos secundarios, apresentando
acdo que auxiliam no combate de patégenos, bactérias e fungos. Sdo microrganismos endofiticos,
podendo ser a maioria aerébia, apresentando crescimento relativamente lento.

Destacam-se pela habilidade em produzir compostos bioativos, como a producéo de sistemas en-
zimaticos, sintese de substancias e antagonismo a outros microrganismos, sendo realizadas ativi-
dades como competicdo por espaco, lesdo e/ou destruicdo de outros (KENNEDY,1999; LACAZ et al.,
2002). Devido a isso, essas bactérias sdo atualmente muito utilizadas na industria farmacéutica na
producdo de antibiéticos e antiflingicos, com o intuito de combater patégenos, bactérias e fungos
(CHALLIS; HOPWOOD, 2003; MAHESHWARI et al., 2010).

Infecgdes flingicas vém mantendo um aumento significativo, sendo causadas por patégenos que
utilizam os seres humanos como hospedeiros. Essas infecgdes sdo classificadas em primdrias, que se
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desenvolvem em imunocompetentes e oportunistas, manifestando-se em individuos imunocompro-
metidos (REVANKAR, 2017)

O Cryptococcus gattiié uma levedura encapsulada, de carater patogénico limitado a certas regides
tropicais e subtropicais, havendo relatos de isolamento desses fungos em espécies de eucalipto e
mais recentemente em ocos de oiti (LAZERA et al., 1998; PASSONI, 1999). Esta espécie causa doen-
¢as em varios mamiferos, a exemplo destaca-se a criptococose, considerada uma doenca que atinge
tanto imunossuprimidos como imunocompetentes. E adquirida através da inalacdo do agente, que
em humanos pode causar infeccdo pulmonar frequentemente fatal, além do caso clinico mais grave
quando esta atinge o sistema nervoso central, fazendo com que a meningite criptocdcica se torne a
principal manifestag&o clinica (KWON-CHUNG et al., 2000; LACAZ et al., 2002).

Os fatores predisponentes que podem levar a infecgdo criptocécica podem ser desenvolvidos a partir
de imunodeficiéncia celular, como por exemplo, pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), uso de imunossupressores em transplantados, corticoterapia leucemias e outras doen-
cas hematoldgicas. Outros fatores sdo a diabetes e cirrose hepéatica (LEIMANN; KOIFMAN, 2008). Devido
aisso, as infeccdes requerem, geralmente, longos periodos de terapia com antiflingicos, e esses esque-
mas terapéuticos podem vir a promover a resisténcia desses patégenos a esta classe de medicamentos.

Em virtude disso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de inibi¢do do fungo
Cryptococcus gattiia partir de actinomicetos isolados do solo em um municipio do estado do Maranhao.

2 METODOS

2.11SOLAMENTO

Para a técnica de isolamento de actinomicetos, foi elaborada uma coleta de 10 pontos equidistan-
tes em cultura de soja localizada em Balsas-MA, Brasil. Em seguida, coletou-se 1g de amostra do solo
de cada ponto e obteve-se uma mistura composta de 10 g. Tal amostra foi suspendida em 90 mL de
soro fisiolégico 0,9% e homogeneizado em agitador de frascos Erlenmeyer. Apés 1 hora em agitacao,
as amostras de solo foram submetidas a dilui¢cGes seriadas decimais até o fator de diluicdo 10°.

Em seqguida, aliquotas de 100 pL das diluicdes 10 e 10 foram inoculadas em triplicata na super-
ficie de placas de Petri por meio do espalhamento com alga de Drigalski. Os meios de cultura utiliza-
dos foram: Agar-Sabouraud-Dextrose (SAB), Agar-Batata-Dextrose (BDA) e Agar-Czapek-Dox (CZA). As
placas foram incubadas a 28°C em estufa de B.0.D por 5 dias. Apds a incubacdo, as amostras foram
selecionadas e purificadas de acordo com a sua estrutura morfolégica de crescimento.

2.2 TESTE DE GELOSE

0O teste de sensibilidade em meio sélido foi realizado com o fungo Cryptococcus gattii ATCC 24065.
Para o teste de gelose (ICHIKAWA et al., 1971), utilizou-se 1 mL da suspensao de cada patégeno, dilui-
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dos em escala de MacFarland e semeados em placas, contendo meio de cultura Agar Mieller-Hinton.
Ap6s este, retirou-se as coldnias de actinomicetos cortadas de forma esférica, em blocos (discos com
micélio de aproximadamente 5 mm de didmetro) e adicionadas em triplicata a placa, contendo o pa-
tégeno. Em seguida, as amostras foram armazenadas em estufa B.0.D a 28°C por um periodo de 36
horas, posteriormente feita a andlise da agdo dos actinomicetos por meio da formacéo do halo de
inibi¢do, sendo os diametros medidos e retirados o desvio padrao.

2.3 MICROCULTIVO

Para a analise das estruturas morfolégicas, foram preparadas placas de cultura com o meio Agar-
-Batata-Dextrose (BDA). Por conseguinte, foi colocado nas placas os blocos de gelose das cepas de
interesse, juntamente com uma laminula sobreposta, utilizando-se a metodologia adaptada de Ko-
neman e colaboradores (2001). As placas foram incubadas a 28°C em estufa de B.0.D por 5 dias.
Ap6s o periodo de incubacao, a laminula foi corada com solugdo azul de lactofenol e visualizada no
microscépio pela objetiva x100.

3 RESULTADOS

Foram testadas 10 isolados diferentes de actinomicetos obtidos do solo de cultivo de soja que faz
uso de agrotéxicos. Esses microrganismos isolados foram testados contra o fungo Cryptococcus gattii
ATCC 24065.

3.1ISOLAMENTO

A amostra de isolados do solo apresentou uma grande diversidade de microrganismo, fazendo-se
necessario o uso de meios de cultura especificos para isolar apenas col6nias de actinomicetos. Com
a purificacdo foram obtidas dez cepas de actinomicetos. Estes apresentando diversidade quanto a
producdo de pigmentos e estruturas (FIGURA 1).

Fonte: Dados da pesquisa
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3.2 MICROCULTIVO

No teste do microcultivo, dos dez isolados conseguimos identificar setes géneros que foram:
1A-Streptosporangium sp; 3A-Streptomyces sp; 5A-Streptoverticillium sp.; 6A-Streptomyces sp;8A-
-Streptosporangium sp.; 9A-Streptoverticillium sp. 10A-Streptomyces sp. (Tabela 1). As demais nao
obtiveram crescimento.

Tabela 1 - Géneros de Actinomicetos identificadas por meio da técnica de microcultivo

Identificacdo Género
AC1 Streptosporangium sp.
AC3 Streptomyces sp.
AC5 Streptoverticillium sp.
AC6 Streptomyces sp.
AC8 Streptosporangium sp.
AC9 Streptoverticillium sp.
AC10 Streptomyces sp.

Legenda: (AC) Actinomicetos
Fonte: Dados da pesquisa

3.3 TESTE DE GELOSE

Os actinomicetos isolados e identificados foram submetidos ao teste de gelose, com o intuito de
verificar se os metabolitos produzidos por esses microrganismos sdo capazes de inibir o crescimento
do fungo Cryptococcus gattii, obtendo-se resultados qualitativos (TABELA 2).

Tabela 2 - Perfil do potencial de inibi¢do das cepas de actinomicetos sobre o fungo Cryptococcus
gattii ATCC 24065

AC1 AC2 AC3 AC5 AC6 ACS8 AC9 AC10

CG24065 + - + - + - - -
(+) apresentou inibicdo; (-) auséncia de inibicdo; (AC) Actinomicetos; (CG24065) Cryptococcus gattii ATCC
Fonte: Dados da pesquisa

Para as estripes de actinomicetos que apresentaram formagao de halo de inibi¢do foram realiza-
das medidas deles, onde as médias de diametro dos halos apresentaram os seguintes valores: AC1 de
38,1 mm, AC3 de 41,6 mm e AC6 de 40,0 mm, como apresentado na tabela 3.
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Tabela 3 - Formac&o dos halos de inibicdo medidos em didmetro (mm), média aritmética e desvio
padrdo para o fungo Cryptococcus gattii

Média Aritmética Desvio Padrdo
AC1 38,1 +2.88
AC3 41,6 +2.88
AC6 40 0.0

Legenda: (+/-) Margem de erro para mais e menos; (AC) Actinomicetos.
Fonte: Dados da pesquisa

4 DISCUSSAD

Actinomicetos vém se apresentando como uma importante fonte de substancias bioativas, princi-
palmente por sua ag¢do antimicrobiana, acarretando tanto no combate a microrganismos que durante
as Ultimas décadas apresentaram resisténcia aos antibiéticos presentes no mercado, quanto a sua
utilizacdo para a promocdo a satde plblica (ASOLKAR et al., 2010). A diversidade quimica e mecani-
cista do antibacteriano natural tem proporcionado produtos privilegiados para o desenvolvimento de
medicamentos (LOPES et al., 2011).

Streptomyces sp. e Streptosporangium sp. fazem parte do Filo dos Actinomicetos. De acordo com
alguns autores, o Streptomyces é um microrganismo com grande potencial de produgdo de metaboli-
tos com agdo antimicrobiana, no qual j& foram isolados e descritos por pesquisadores.

Segundo Miyauchi (2012), em estudos realizados com actinomicetos isolados do rizosfera de Arau-
caria, obteve-se um potencial de inibicdo de cerca de 25% no controle da atividade do fungo Fusarium
sp. Silva (2014) avaliou a atividade antagbnica do género Streptomyces sp. no biocontrole do fungo
Botrytis cinerea, em cerca de 72% no periodo de sete dias. Podemos citar os metabolitos envol-
vidos a Platensimycina e Platencina (WANG et al., 2006; WANG et al., 2007), Lucensimycinsa (SINGH et
al., 2006; SINGH et al, 2008), Okilactomycins (GENILLOUD, 2017), Krysinomycin (BROWN et al., 2014)
todos ja testados e comprovados sua agdo antimicrobiana e, portanto, usados como antibiéticos.

Além da acdo bactericida e bacteriostéatica desses metabélitos, em estudos com fungos também foram
verificados a ac¢do antifingica com os compostos 210 A (WU et al., 2009) e a fungicromina (WEI ef al,
2011). Esses trabalhos ajudam a corroborar os nossos resultados que apresentaram acdo metabélica de
inibigcdo contra a estirpe de Cryptococcus gattii ATCC 24065. Ndo ha ainda estudos anteriores que tenham
realizados ensaios com esses metabolitos. Sendo necessario que se realizem mais estudo para que se
possam isolar esses componentes e identificar a sua atuagdo no Cryptococcus gattii, a fim de combater
esse perigoso patégeno que esta disperso pelo meio ambiente, podendo vir a ser letal para os humanos.

Trabalhos realizados com Streptosporangium sp., isolados de solos apresentaram atividade antifingi-
ca e essa atividade estd relacionada com a iodinina, que curiosamente é produzido apenas por essa espé-
cie de actinomicetos, onde nenhum outro é capaz de produzir esse composto (LAURSEN; NIELSEN, 2004).
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Assim, o trabalho de Laursen e Nielsen ajudam a confirmar nossos achados e permitem nos dire-
cionar na selegdo do bioativo que esta associado a agdo fungicida dos Streptosporangium sp., assim
apresentando a iodinina como possivel agente fungicida. Porém sdo necessarios mais estudos, tais
como isolamentos e identificagdo dessas substancias para obtencao de resultados que venham con-
firmar o mesmo efeito a partir da agdo isolada.

5 CONCLUSAQ

Portanto, neste trabalho iniciamos os estudos de acéo fungicidas dos metabélitos contra o fungo
Cryptococcus gattii ATCC 24065, fazendo-se necessério estudos mais aprofundados que busquem
identificar as biomoléculas capazes de minimizar o efeito desse patégeno e assim promover a satide
coletiva, aumentando o arsenal de combate aos microrganismos patogénicos.
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