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RESUMO

Hodiernamente, estdo sendo apresentados cada vez mais casos de infecgdes por microrganismos
no Brasil e no mundo, e os antibidticos atuais estdo gradativamente perdendo a eficdcia frente a
patogenos resistentes. Tendo em mente que a biodiversidade do Campus da Universidade Federal
do Amazonas em Manaus apresenta demasiado potencial para producdo biotecnolégica de
produtos naturais, e pouca exploragdo de estudos em antibidticos, esse projeto apresenta um
estudo bioldgico e quimico acerca da antibiose desses microrganismos, visando investigar a
producdo de antibidticos por meio de bactérias pseudofilamentosas, ou seja actinomicetos, por
meio da producao de metabdlitos secundarios avaliados frente a patégenos de interesse clinico
para estudo quimico bioguiado, sendo estes Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e outros. Pelo método de culturas pareadas foi selecionada uma linhagem P2-11, da qual feita
uma curva de producdo dos extratos e estes foram testados e feito o perfil quimico, deste a melhor
atividade encontrada foi para E. coli, E. faecalis e B. cereus. Apds, também foram realizados o
cultivo de mais 19 linhagens, em tempos de crescimento de 5 e 10 dias, dos quais os extratos do
meio fermentado e da biomassa celular foram avaliados apenas contra quatro Candidas spp e
obtiveram resultados de inibi¢ao para C. glabrata, C. haemulonii, C. parapsilosis e C. albicans.
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1. INTRODUCAO

A floresta Amazobnica é conhecida como uma das maiores florestas do mundo, sendo uma
das principais fontes da biodiversidade do Brasil, conhecida por deter 20% da variedade dos seres
vivos presentes no mundo. Apesar de apresentar uma relevante biodiversidade em sua fauna e
flora, a compreensdo a respeito das interacdes dos microrganismos com o meio ambiente,
mostra-se ndo totalmente explorada apresentando potencial para novos estudos (SOUZA et al.,
2004). Esta destaca-se por apresentar um clima predominantemente equatorial e umido que
favorece o crescimento microbiano.

Portanto destaca-se a presenca dos Actinomicetos, bactérias pseudofilamentosas,
Gram-positivas e formadoras de esporos. Onde de acordo com o estudo realizado por SILVA et al
(2012), a comunidade de actinomicetos constitui cerca de 10 a 50% da populacdo presente no
solo, interagindo com substancias como: celulose, hemiceluloses, fendis, quitina, queratina,
ligninas e humus, que de modo geral ndo sdo consumidas por outros microrganismos.

Dessa forma, (DE OLIVEIRA (2018), destaca o potencial antimicrobiano de actinomicetos de
solos amazOnicos em que reitera a importancia da producao de metabdlitos secundarios bioativos
provenientes de actinomicetos foram relatados na ultima década. Portanto, evidencia-se que os
Actinomicetos se destacam como uma fonte bioldgica de substdncias antibidticas, antitumorais,
anti-inflamatérios, antivirais, antiparasitarios, imunossupressores, producdo de vitaminas e
enzimas (YARBROUGH et al., 1993; JESUS, 2013; MINOTTO, 2014; DE SOUSA et al., 2019).

2. OBJETIVO GERAL

Investigar a producdo de antibidticos de Actinomicetos isolados do Campus da
Universidade Federal do Amazonas, em Manaus-Amazonas, frente a patdgenos de interesse clinico
para estudo quimico bioguiado.

3. METODOLOGIA

As linhagens foram obtidas por meio do selecionamento de 20 actinomicetos da cole¢ao de
trabalho de microrganismos do Laboratério de Bioensaios e Microrganismos da Amazénia da
Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas (LABMICRA/CA/UFAM). A reativacdo das
linhagens foi realizada em placas de petri contendo meio de cultura ISP2 4gar (Agar 1,5%, extrato
de levedura 0,4% e extrato de malte 1%) e cultivados a 28 °C durante 8 dias.

Das linhagens a serem selecionadas para os ensaios de antibiose, foi realizada a curva de
crescimento da P2-11 para analise de consumo da glicose, acompanhamento do pH, perfil quimico
e ensaio de antibiose. Foi realizado o microcultivo em ISP2, em laminulas inclinadas para
visualizagdo em microscépio Feldmann com captura de imagem e Software de medidas nas
objetiva de 100x. Para a curva de crescimento, foram inoculados em erlenmeyer de 250 mL
contendo meio de cultura ISP2, em incubadora Shaker a 120 rpm e retirado de acordo com os
pontos de coleta para a construcdo da curva de crescimento. Ao retirar cada ponto de coleta do
experimento de acordo com os pontos, foram medidos em cabine de seguranca bioldgica o pH,
glicose, densidade, nitritos e proteinas por meio de fitas de urinalise.

Os extratos foram levados a centrifugacdo em tubo falcon de 50 mL, para a separacao do
meio fermentado do meio celular. O meio celular foi submetido a maceracdo com acetato de etila
e metanol em concentracdo 1:1 e colocado em dessecador contendo silica. O meio fermentado foi
particionado em funil de separacdo com Acetato de Etila e Isopropanol com propor¢do 9:1 em 3
particionamento com 40 mL, 30 mL e 30 mL e logo em seguida concentrado por rotaevaporacao.
Os extratos foram testados em Screening em placa de 96 pogos frente a linhagens clinicas de C.
glabrata, E. coli, S. coccus, P. aeroruginosa, B. cereus e E. Faecalis. Ainda, ocorreu as anadlises
espectrométricas dos extratos em ESI/LC/MS referentes a cada tempo de coleta.

Em seguida foram realizados extratos de metabdlitos das 19 linhagens restantes em tempo
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de crescimento de 5 e 10 dias, liofilizados e testados frente a C. glabrata, C. haemulonii, C.
parapsilosis e C. albicans. Ainda foram realizadas analises por meio de ESI/LC/MS e estudo acerca

de seus ions de interesse.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os extratos da linhagem alvo, por meio da figura abaixo é possivel notar que o estes
apresentaram inibicdo parcial frente as bactérias e pouca inibicdo frente a levedura.
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Figura 1: Testadoras frente a linhagem alvo.

Por meio da figura abaixo, em crescimento de 5 e 10 dias, é possivel notar que em 5 dias de
cultivos 18 linhagens, ja haviam produzido algum metabdlito secunddrio bioativo, apenas as
linhagens 10 e 17 ainda ndao haviam produzido. Vale ressaltar o extrato MF-7A com atividade para
C. glabrata e C. haemulonii. Outro fato interessante desta triagem sdo os resultados para C. krusej
com sete extratos positivos (1, 2, 3, 4, 16, 18 e 19). Dos sete extratos ativos contra C. albicans seis
também tem atividade contra C. haemulonii. Destes 40 extratos produzidos com 5 dias de cultivo,
12 foram extracelular e apenas um intracelular (15 — biomassa celular) apresentaram antibiose.
Porém é importante destacar que o metabolismo de algumas linhagens sao claramente mais lentas
que outras e o seus melhores metabdlitos secundarios bioativos foram produzidos com 10 dias

5 dias
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Figura 2: Testadoras frente aos extratos de linhagens de actinomicetos.

5. CONCLUSOES

A producdo de antibidticos por Actinomicetos isolados do Campus da Universidade Federal
do Amazonas, em Manaus-Amazonas, avaliada frente a patdgenos de interesse clinico mostrou das
20 linhagens avaliadas, duas promissoras contra Candida spp. e atividades contra outros patégenos
humanos com . coli, B. cereus e E. faecalis com a linhagem P2-11.
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Os extratos do meio fermentado e da biomassa celular foram avaliados apenas contra
Candidas spp.
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