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Os micro-organismos endofiticos sdo conhecidos qearelacao simbidtica com os vegetais, de quem
recebem alimento, enquanto promovem sua protegéwéatda producdo de metabdlitos. A pesquisa
destes compostos biologicamente ativos para firspéaiticos em plantas utilizadas pela medicina
popular e em micro-organismos endofiticos tem emedglo a busca e a descoberta de novos farmacos
com potenciais antiinflamatorio, antimicrobiano stitamoral, entre outros. Das folhas da planta
medicinalEugenia unifloral. (pitanga), uma actinobactéria foi isolada, aldai identificada através da
técnica de microcultivo, com8treptomycesp.UFPEDA 968. Nos testes iniciais, foi verificaslza
atividade antibacteriana com destaque fzsaherichia colie Mycobacterium tuberculosiénédia dos
halos = 20mm); e antifingica, com destaque pargergillus nigeimédia dos halos = 30mm). A seguir,

a actinobactéria foi testada frente a cepaStdphylococcus aureusoladas do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), agwuom perfil de multirresisténcia, apresentando
média de halos em torno de 40mm. O objetivo doeptesestudo foi o isolamento, identificacdo e
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos endofftabeEugenia unifloral.

Palavras- chaveEndofiticos; Eugenia unifloral.; Streptomyces

The endophytic microorganisms are known for theinisiotic relationship with plants, from whom they
receive food, while promoting its protection thrbutpe production of metabolites. The study of these
biologically active compounds for therapeutic ptantsed in folk medicine and by microorganisms
endophytic has enriched the search and discoverypesf drugs with potential anti-inflammatory,
antimicrobial and antitumor activities, among otheérhe leaves of the medicinal pldfiigenia uniflora

L. (Surinam cherry), a actinobacteria was isolatich was identified by microcultive techniquegchku
as Streptomycessp.UFPEDA 968. In early tests, its antibacteriativity was observed especially
Escherichia coliand Mycobacterium tuberculosigmean = 20mm halos), and antifungal, especially
Aspergillus niger(average of halos = 30mm). Then the actinobacteda tested against strains of
Staphylococcus aureusolated from the Hospital of the Federal Univisrsif Pernambuco (HC-UFPE),
some with multidrug resistance profile, with anrage of halos around 40mm. The aim of this study wa

the isolation, identification and antimicrobial iy of endophyticEugenia unifloral.
Keywords: Endophytidzugeniauniflora L.; Streptomyces

1. INTRODUCAO

A biodiversidade esta4 diretamente relacionada @rsidade quimica, uma vez que 0s
organismos estdo sujeitos a constantes interacébalicas e ambientais que podem originar
novos metabdlitos secundarios de grande importgaia a indUstria farmacéutica. O homem
sempre procurou conhecer as plantas e suas prageiedmedicinais, pois 0 aumento da
produtividade agricola e das enfermidades tem tevadinvestigacdo e descoberta de
substancias Uteis na cura das doencas e na stleeagroquimicos [1]. O interesse pela
utilizacdo de medicamentos fitoterapicos surgiwa meenca popular de que essas substancias
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sdo isentas ou apresentam poucos efeitos colatatém da sua aparente eficacia quando a
medicina tradicional ndo alcanca os resultadosradps.

Micro-organismos endofiticos sdo aqueles que czdonio interior dos tecidos de plantas
terrestres e aquaticas, ndo causando, aparentersiemdeas de doencas [2]. Todas as plantas
apresentam em seu interior micro-organismos, atémwediversas espécies em um unico
hospedeiro [3]. A pitangueiraEQgenia unifloral.) pertence a familiaMyrtaceae que
compreende cerca de 80 géneros, com aproximadan®0@8 espécies, amplamente
distribuidas nas florestas brasileiras, regifepidais e subtropicais do planeta [4,5]. O uso
medicinal de muitas de suas espécies tem sido owamgbs por apresentar atividade
antimicrobiana, antiviral, hipoglicemiante, antidante e anticancerigena [6,7].

Dentre as substancias bioativas produzidas pelosrorarganismos endofiticos, o0s
antimicrobianos apresentam grande relevancia e@esde cientifico. Ha varios relatos na
literatura correlacionando o conhecimento fitoter@pe o isolamento de enddfitos,
possibilitando a descoberta de novas substanceapagsam conter, pelo menos por um periodo
de tempo, o avango da multirresisténcia dos micgasasmos patogénicos [4]. Entre os micro-
organismos produtores de antimicrobianos, merestagiee o génerStreptomycescomo um
dos principais produtores de metabdlitos bioatidogersos, como antibiéticos, herbicidas,
pesticidas, antiparasiticos, além de vérias enzi@lasOs produtos naturais podem ser mais
uma fonte econdmica de diversidade quimica alémintase de inUmeros produtos quimicos
diversos. Estima-se que ha 250 mil espécies deaglai® mundo e provavelmente, 10% destas
foram testadas para algum tipo de atividade biokidPortanto, o uso de produtos naturais tem
sido a estratégia de maior sucesso para a deszoblertnovos medicamentos, estando
atualmente os micro-organismos endofiticos como fiamiz promissora para a busca de novos
metabdlitos bioativos [9]. O presente estudo temaa principais objetivos, o isolamento, a
identificacdo e a avaliagdo da atividade antimienod de uma actinobactéria isolada das folhas
da pitangueira.

2. MATERIAIS E METODOS

ISOLAMENTO: Folhas sadias déugenia unifloral. foram conduzidas ao Laboratério de
Genética de Micro-organismos, onde foi realizadatamento de desinfeccdo com hipoclorito
de sddio segundo Pereira et.al. e Aradjo et.alf]ppara eliminacdo de micro-organismos
epifiticos e a seguir, realizados os isolamentemsixoletas foram realizadas, uma em periodo
seco (setembro de 2009) e outra em periodo chyf@sereiro de 2010), sendo utilizados dois
tempos de desinfeccdo — 5 e 10 min [12]. Os me&t®@aud (SAB), Batata Dextrose agar
(BDA), ISP; (extrato de malte) e Agar agua (AA), foram seleailns para este ensaio. A fim
de verificar a eficacia da desinfeccdo, aliquotagiltima agua de lavagem foram plaqueadas
em cada meio utilizado no isolamento. A actinob#&tésolada se encontra preservada na
Colecgéo de Culturas do Departamento de Antibiétitos)niversidade Federal de Pernambuco
(UFPEDA).

IDENTIFICACAO CLASSICA: Para anélise morfolégica da actinobactéria , fitizatia a
técnica de microcultivo [13]. O micro-organismo foiltivado nos meios ISP, ISR e
SABOURAUD agar, com a inser¢éo parcial de laminazsmeios de cultura para crescimento
das hifas sobre sua superficie e incubado a 306rCqrca de 21 dias. ApGs o periodo de
incubagdo, foram observadas caracteristicas cigtta@s como coloracdo e pigmentacdo além
de caracteristicas micromorfologicas, através derawscopio Optico, como presenca ou
auséncia de esporos, forma da cadeia de espoeopresenca de esporangio.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA: Na avaliagdo da atividade antimicrobiana da
actinobactéria, foi utilizada a técnica de bloco gidose descrita por Ichikawa et.al.[14],
utilizando os micro-organismos testalfela 01). A actinobactéria endofitica foi cultivada nos
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meios Sabouraud (SAB), ISR ISP; em forma de tapete. Blocos de 7mm foram colocadses
placas contendo o micro-organismo teste. Os témtais realizados em triplicata.

Tabela 1:Micro-organismos utilizados na avaliacdo da ativigsantimicrobiana.

ORSA — Staphylococcus aureus Oxacilina resistente

Informacdes
Micro-organismo teste Nimero UFPEDA Nimero ATCC Orgem
Colecao de culturas
Staphyloccoccus aureus 02 6538 UEPEDA
Mycobacterium 82 - Colecao de culturas
tuberculosis UFPEDA
Bacillus subtillis 86 - Colecéo de culturas
UFPEDA
Micrococcus luteus 100 - Colegao de culturas
UFPEDA
Escherichia coli 224 25922 Colecao de culturas
UFPEDA
Klebsiela pneumoniae 396 - Colecéo de culturas
UFPEDA
Pseudomonas aeruginosa 416 27853 Colecao de culturas
UFPEDA
Candida albicans Colecéo de culturas
1007 - UFPEDA
Malassezia furfur Colecéo de culturas
1320 - UFPEDA
Aspergillus niger Colecao de culturas
2003 - UFPEDA
Shigella flexneri Isolado clinico
41 - Isolado clinico
Salmonella enteridis
414 - Isolado de Ulcera
Enterococcus faecalis
620 - Isolado de hemocultura
Staphylococcus aureus
(Coagulase negativa) 630 - Isolado de secrecéo
vaginal
Staphylococcus aureus
660 - Isolado de ponta de
Staphylococcus aureus cateter
663 - Isolado de urina
Staphylococcus aureus
664 - Isolado de urina
Staphylococcus aureus (ORSA)
670 - Isolado de sangue
Staphylococcus aureus (ORSA)
672 - Isolado de secrecéo de
Staphylococcus aureus prétese
676 - Isolado de secrecéo de
Staphylococcus aureus ferida
677 - Isolado de ferida
Staphylococcus aureus operatéria
679 - Isolado de fragmento
Staphylococcus aureus de tecido
682 - Isolado de secrecéo
Staphylococcus aureus ocular
687 - Isolado de secrecéo
Staphylococcus aureus dreno-térax
Teste D+ 697 - Isolado de exsudato
Staphylococcus aureus purulento
709 -
Staphylococcus aureus Isolado de ferida
712 - transplante
Staphylococcus aureus Isolado de escarro
730 - (ORSA)
Staphylococcus aureus
733 - Isolado de fragmento

0sseo (ORSA)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de desinfeccdo das folhaskElmenia unifloracom hipoclorito de sédio [10,11],
mostrou-se eficaz por ndo ocorrer crescimento iiam no plaqueamento da agua de
lavagem. A actinobactéria em estudo foi isoladgp@dodo seco. Um ponto importante a ser
observado, € que as folhas da pitanga quando sidaet desinfeccdo, ndo apresentaram
rapida oxidacdo, o que pode ter interferido paaitignte no crescimento dos enddfitos.
Resultado similar foi observado por Souza et.1d],[durante isolamento de endofitos de duas
plantas téxicas da Amazo6nia corRalicourea longifloraque apresentou também pequena
quantidade de endofiticos, em virtude do rapidaresimento das folhas quando submetidas a
desinfeccdo, enquanto as follasychnos cogenmostraram-se mais resistentes a oxidagéao,
resultando num aumento significativo dos endof$tiégeolados. Quanto ao surgimento de
actinobactérias, o maior tempo de desinfeccdo (fiutos) promoveu o aparecimento da
actinobactéria.

As caracteristicas morfologicas observadas poraswopia Optica da actinobactéria AEU 1
(ACTINO EUGENIA UNIFLORA) (Figura 1), mostrou esporéforos em forma de espirais
longas, caracteristicas do gén8teeptomycescomo foi proposto por Walkman & Henrici [16].
Esta morfologia e a parede celular que contéem acid@minopimélico é caracteristica da
familia StreptomycetaceaB®e acordo com Lechevalier & Lechevalier [17], estmactérias
filamentosas sdo aerdbias e ndo possuem acuUcamanedepcelular. Estas caracteristicas
permitiram a identificacdo desta actinobactéria AHU como pertencente ao género
Streptomycesp., catalogada na Colecao de Culturas do Depantande Antibidticos como
UFPEDA 968. Estudos moleculares a serem realizpdsteriormente utilizando primers para
regido 16S rDNA, associado a outras caracteristimaglimicas, possibilitardo a identificacdo
da espécie. Outros autores [6, 18, 12,19], tamld#sargaram a predominancia deste género. A
presenca de endofiticos do génestreptomycestem importante papel em relacdo ao
desenvolvimento e a salde da planta, pois suaslaates bioldgicas podem influenciar no
crescimento da planta, na assimilacdo de nutrientesa producdo de metabdlitos secundarios

[6].

Figura 1: Microcultivo da linhagem Streptomyces SpPEDA 968.
As setas indicam a morfologia das cadeias.

Os resultados mostram que, dos 10 micro-organigmiogimente testados em bloco de
gelose,Streptomycesp. ndo apresentou atividade pBseudomonas aeruginoseKlebsiella
pneumoniaeenquanto halos de inibicdo variando de 18 a 32 aranf observados para outros
micro-organismos Kigura 2). No segundo ensaio em bloco de gelose da actiim
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Streptomycesp., para as 16 linhagens 8e aureusisolados clinicos, das quais
apresentam perfil de multirresisténcia, foram oles#ws halos de inibicdo variando

6 linhagens
de 37,3 mm

a 42,3 mm como pode ser observado na figura 3.sBEs®ultados demonstram o grande
potencial desta linhagem, como produtora de metabdbioativos com acdo paf aureus

multirresistentes.

40
35 B S.aureus
8 30 B M.tuberculosis
;“E" 25 m B. subtillis
E 20 B M. luteus
t_u°: 15 1 HE coli
T 10 - m C.albicans
5 u M.furfur
0 - A, niger
Streptomyces sp. UFPEDA 968

Figura 2: Atividade antimicrobiana da actinobac@&istreptomyces sp. UFPEDA 968,

frente a diversos micro-organismos-teste.

Halos de inibigao

Streptomyces sp. UFPEDA 968

H UFEDA 660

H UFPEDA 663
B UFPEDA 664
m UFPEDA 670
B UFPEDA 672
B UFPEDA676
B UFPEDA 677
B UFPEDA 679
W UFPEDA 682
m UFPEDA 687
B UFPEDA 688
= UFPEDA 697

Figura 3: Médias dos diametros dos halos de inibicdo da ab@éctéria AEU 1, frente a

isolados

clinicos de Staphylococcus aureus, depositadategdo de culturas UFPEDA. O isolamento das
cepas apresenta diferentes origens. As linhagerRRINA 670, 672, 688,709,730 e 733, apresentam

perfil de multirresisténcia.
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O potencial produtor de compostos biativos peloeggStreptomycesem sendo relatado
por diversos autores [20, 21,22]. De acordo comefsmin & Weelington [20], grande parte
dos metabdlitos bioativos produzidos por actinodréas, é originaria do géne8ireptomyces
Pesquisas recentes proporcionaram a descobertaetdenevos antibidticos a partir de
Streptomyceendofiticos com expressiva atividade contra o gi@ala malariaRlasmodium
falciparum). Estas observagBes sugerem que micro-organismaafiticos constituem uma
importante fonte para a descoberta de novos atitib$d e outras substéncias com
potencialidades biotecnoldgica, farmacoldgica écata.

4. CONCLUSAO

A actinobactéria isolada da folhas He uniflora, Streptomyces splFPEDA 968 produz
compostos bioativos de elevada acao antimicrobiaitando o crescimento tanto de bactérias
(Gram-positivas, negativas e alcool acido resisjenbmo de fungos. Acdo aiBi- aureus
apresentou destaque, tendo a actinobactéria efaitiva isolados clinicos recentes, incluindo
cepas com multirresisténcia. Pesquisas visandolaniento e caracterizacdo estrutural destes
compostos, bem como a identificacdo molecular desseo-organismo sdo alvos do nosso
grupo e possuem impacto imediato na industria algridarmacolégica, alimenticia e de
cosmeético, contribuindo para o desenvolvimentoaspecondmico e cientifico.
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