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RESUMO

Atualmente, as plantas medicinais vém sendo estudadas a partir de
pressupostos deinteragcdes endofiticas, as quai stem apresentado muitos beneficios,
como produtores de antibi6ticos, metabdlicos secundérios de interesse
farmacol6gico, bioindicadores de vitalidade, agentes de controle biol6gico de
pragas e doengas entre outros. Nosso estudo foi baseado em Symphytum officinale,
conhecidavulgarmente por Confrei, que apresenta propriedades terapéuticas como
ac8o antiinflamatdria, cicatrizante, antipsoriase, antiirritante, hidratante e outras.
Utilizamos uma folha da planta que foi desinfestada e teve seu limbo e peciolo
cortados em pedacos pequenos e devidamente distribuidos em 10 placas de Petri
contendo Agar Sangue. Apds o crescimento dos microrganismos, isolamos os
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mesmos em Caldo Nutriente para posterior inoculagio em meio Agar Nutriente
com duas bactérias, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae. Desta
maneira, observamos a inibi¢do do crescimento da bactéria S. aureus pelo
microrganismo endofitico que por analise de |&minas verificou-se ser um fungo,
demonstrando desta maneira a propriedade antimicrobiana provavel mente por
parte do fungo e ndo pela planta.

Palavras-chave: interagdo endofitica; acdo antimicrobiana; Symphytum officinale;
Staphylococcus aureus

1. Introducéo

A planta herbacea Symphytum officinale pertencente a familia
Boraginaceae, conhecida popularmente por Confrei é utilizada em larga
escalanamedicinapopular, dentre as propriedades terapéuticas encaixam-
se acdo antiinflamatoria, cicatrizante, antipsoriase, emoliente e ligeiramen-
te adstringente, porém seu uso via oral ndo é indicado pois causa reagdes
adversas no figado.

Segundo Matos (1994), a pomada e o cozimento s&o usados como
6timo cicatrizante, para tratamento local de ferimentos, Ulceras e queima-
duras com fogo, agua quente ou por exposi¢cdo demorada ao sol.

O presente trabalho teve por objetivo o isolamento do microrganis-
mo endofitico e verificar se ha propriedade antimicrobiana.

Microrganismos endofiti cos, geralmente fungos e bactérias, interagem
e vivem sistemati camente no interior das plantas, sem causar aparentemen-
te dano a seus hospedeiros.

Existe uma série de razdes para que se aprofundem os estudos com
endofiticos pois, véarios deles sdo capazes de produzir antibioticos e outros
metabdlicos secundérios de interesse farmacol 6gico, muitos tém sido usa-
dos como agentes de controle bioldgico de pragas e doencgas e também
como bioherbicidas.
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2. Materiais e métodos

O método para a avaiagdo da hipdtese iniciou-se com a desinfestagéo
da folha de Symphytum officinale com solug&o de hipoclorito de sodio a 10%
utilizando “ Swabs’ . Fez-se tamanhos de explants do limbo e peciolo e coloca
dos separadamente em meio Agar Sangue (peptonade gelatina 5,7 g/L, extrato
decarne 3,0 g/L, &gar bacterioldgico 15,0 g/L, sangue 1 mL, pH find 6,9 a
25°C), num total de dez placas, sendo 5 com cortesdo limbo e 5 com cortesdo
peciolo, que foram posteriormente, incubadas a37°C por 48 horas. Foram reti-
radas pequenas amostras do material crescido nas placas e passadas para 5mL
de cultura Caddo Nutriente e incubados a 37°C por 12 horas.

Apobs este periodo, amostras retiradas da culturaem Caldo Nutrien-
te (peptonade gelatina 5,0 g/L, extrato de carne 3,0 g/L, com pH final 6,9
a 25 °C) foram inoculadas em culturas de Agar Nutriente juntamente com
bactérias controle, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, eem
seguida as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Foram confeccionadas |aminas pelo método de coloracéo de Gram,
paraaidentificagdo de microrgani smos que se desenvolveram nas culturas.

3. Resultados
A andlise feita com as 10 placas de meio Agar-sangue contendo os

explants da planta nos mostrou que somente 4 placastiveram crescimento
de fungos, como segue na Tabela 1.

Tabela 1 - Crescimentos de fungos em meio Agar Sangue

PLACAS LA|LB|LC|LD|LE|P1|P2| P3| P4| P5
CRESCIMENTO | + + - . . + _ +
L egenda:

L: limbo (letras correspondem a quantidade de placas)
P: peciolo (nimeros correspondem  a quantidade de placas)
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Na placa L-A (figura 2), formou-se um grande tapete de fungos
esbranquicado ao redor do explants seguido por 0,8 cm de halo, o restante
da placa apresentou um crescimento bacteriano. A placa L-B (figura 1),
apresentou o crescimento de fungos formando um tapete esbranquicado de
aparénciarugosa e ausénciade halo. Naplaca P-1 (figura 3), houve o cresci-
mento disperso de um tapete de fungos esbranquicado e na placa P-3 (fi-
gura 4), formou-se ao redor do corte um tapete de fungos de coloracéo
esbranquicada com presenca de um curto halo. Os resultados negativos
apresentaram somente crescimento bacteriano por toda a placa, com a
auséncia de crescimento do endofitico em foco, consequentemente au-
sénciade halo.

Apébs aincubacado por 12 horas dos tubos de ensai o contendo Caldo
Nutriente e amostras dos crescimentos positivos de fungos apresentados
na tabela anterior, constatou-se o aparecimento de peliculas conforme a
Tabela 2.

Figura 1: Cultura da amostra L-B em meio Agar-sangue.
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Figura 2: Cultura da amostra L-A em meio Agar-sangue.

Figura 3: Cultura da amostra P-1 em meio Agar-sangue
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Figura 4: Cultura da amostra P-3 em meio Agar-sangue.

Tabela 2 - Crescimento de peliculas em meio Caldo Nutriente

TUBOS L-A L-B P-1 P-3
PELICULA - + - +
L egenda:

L-A: tubo contendo explante do limbo A
L-B: tubo contendo explante do limbo B
P-1: tubo contendo explante do peciolo 1
P-2: tubo contendo explante do peciolo 2

O meio de cultura do tubo contendo amostras de L-A tornou-se tur-
VO, 0 tubo contendo amostras de L-B apresentou aformagdo de umapelicu-
lafina e esbranquigada somente na superficie da cultura, 0 mesmo aconte-
ceu com o tubo contendo amostras de P-3. O tubo P-1 ndo apresentou ne-
nhuma modificacéo.
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Por meio da colorag@o de Gram com as amostras dos 4 tubos pude-
mos observar a presenca de micélios, bacilos e coccos.

As placas contendo as bactérias controle juntamente com fungos
endofiticos foram analisadas apds 24 horas de incubagdo a 37°C e verifi-
cou-se ainibicdo ou proliferacéo bacteriana, conforme segue natabela 3.

Tabela 3 - Inibic&o ou proliferacéo bacteriana em Agar Nutriente

BACTERIAS Staphylococcus aureus | Klebsiella pneumoniae
LIMBO A -- -
LIMBOB -
PECIOLO 1 --
PECIOLO 3

+ |+ |+

Legenda:

---: inibicéo total do crescimento bacteriano
--: inibi¢do parcial do crescimento bacteriano
+: proliferagdo bacteriana

4. Discussao

Foi utilizado um meio de cultura rico pois ndo tinhamos idéia das
exigéncias nutricionais dos endofiticos.

Como o crescimento dos microorganismos ndo foi homogéneo nas
placas, supomos que alguns passos metodol 6gicos podem ter interferido,
como por exemplo a concentracdo do hipoclorito de sodio utilizado na
desinfestacdo dafolhaou aescolhaaleatériados cortes, poisfoi realizado o
corte total do limbo e peciolo, e a escolha dos explants foi ao acaso, ndo
sendo utilizados todos os cortes de explant.

A partir do aparecimento do halo, subentende-se a presenca de mi-
crorganismo endofitico que produz uma substancia com acdo bactericida/
bacteriostética. Porém em outras placas ndo houve o crescimento do halo
podendo representar a presenca de um microrganismo distinto daquele que
produziu o halo.
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5. Conclusao

Por meio daandlise das |aminas, nas quais ocorreram micélios, con-
cluimos que o microorganismo € um fungo endofitico que pode atuar efici-
entemente sobre a bactéria Gram positiva, Staphilococcus aureus, inibindo
seu crescimento. Acreditamos que este fungo produza um metabdlito que
possui tal caracteristica.

Considerando que a bactériacitada, S. aureus, € umadas mais cons-
tantes em infeccbes hospitalares, podendo causar doengas sistémicas, in-
feccdes cutaneas, doencas das vias urinérias entre outras, € de sumaimpor-
téncia que existam meios de se minimizar seus efeitos. Progressos nas pes-
quisas desta area podem proporcionar o aprimoramento da utilizagcéo dos
produtos do metabolismo dos microorganismos endofiticos pela industria
farmacéutica.

Recebido para publicaggo em 11/06/2002.
Aceito para publicacéo em 02/10/2002.

ABSTRACT

Nowadays, the medicinal plants have been studied because the endophytic
interactions, that have been showed a lot of benefits, like antibiotics producers,
secundary metabolics of pharmacological interest, biological indicators of vitality,
biological control agents of plaguesand diseases, and others. In thisway, our study
was based in S. officinale, know in Brazil as “Confrel”, that shows therapeutic
proprierty like antiinflamatory action, moister and others. We use aleaf of the plant
that was desinfestated and hasits blade and petiol o cutted in small piecesand scarced
in ten Petri plates with Nutrient Agar. After the microrganisms development they
were inoculated in Nutrient Broth for further inoculation with two bacteries:
Stafilococcus aureus and Klebsiella pneumoniae. We observed that just S. aureus
growth were inibited by the endophytic fungus, showing that the antimicrobian
proprierty exist by the endophytic fungus and not the plant active proprierty.

Key words: endophytic microrganism; amtimicrobian action; Staphylococcus aureus;
Symphytum officinale
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