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Resumo:

O género Chromolaena pertence a familia Asteraceae, compreendendo 71
espécies, sendo que 45 destas sdo endémicas do Brasil, e estdo distribuidas
por todo o territério nacional. Foram obtidas 42 linhagens de fungos
endofiticos de Chromolaena laevigata, sendo possivel aloca-los em 24
morfogrupos distintos, com base na cor da coldnia e formato do micélio. Dos
quais foi escolhido de maneira aleatoria o fungo CL7 para producédo de
metabdlitos secundarios e avaliacdo do perfil quimico e bioldgico. Foi
identificada a presenca do composto 4-hidroximetil-5-hidroxi-2H-piran-2-ona
no extrato. Com relacéo a atividade antimicrobiana, o extrato de metabdlitos
secundarios nao se mostrou ativo.

Introducao

Microrganismos endofiticos sdo fungos ou bactérias que habitam o interior
das plantas, sendo encontrados em folhas, ramos, raizes e sementes, sem
causar doencas (AZEVEDO, 2000). Atualmente, devido a especificidade e
as caracteristicas Unicas destes microrganismos em se adaptar e
estabelecer intrinsecas relagdes simbioticas com a planta hospedeira, aliada
com o desenvolvimento do setor biotecnolégico, 0s microrganismos
endofiticos despertaram o interesse da comunidade cientifica como fontes
alternativas de enzimas, compostos bioativos, além da aplicacdo no controle
de pragas e patdégenos. Varias classes de metabdlitos secundarios como
alcaloides pirrolizidinicos, esteroides, terpenoides, sesquiterpenos, quinonas,
flavonoides, fenilpropanoides, policetideos, lactonas, entre outros, séo
produzidos por fungos endofiticos, o que os caracterizam como uma fonte
promissora para estudos de exploracdo do potencial biotecnolégico de
produtos aplicados em diversas areas.
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A espécie Chromolaena laevigata, € um arbusto, nativo do Brasil, sendo
usualmente encontrada no Cerrado, Mata Atlantica, Amazonia e Caatinga. O
primeiro estudo quimico da espécie C. laevigata por Misra e colaboradores
revelou a presenca de quatro derivados de cadinenos largamente
encontrados neste género, alguns sesquiterpenos, além de derivados
clerodanos. A espécie Chromolaena laevigata foi entdo selecionada para
estudos dos seus fungos endofiticos devido a sua ocorréncia em abundancia
na regido de Ponta Grossa e a auséncia de estudos de fungos endofiticos
descritos na literatura.

Materiais e métodos
Isolamento dos fungos endofiticos

O material vegetal foi coletado em fevereiro de 2016 no Parque do Guartela
e identificado pela Prof.2 Dr.2 Marta Regina Barrotto do Carmo, do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
O isolamento dos fungos endofiticos da planta C. laevigata foi realizado
utiizando a metodologia descrita por Pamphile & Azevedo (2002)
modificada. As folhas foram selecionadas de forma que n&o apresentassem
marcas visiveis de atague por patégenos ou manchas. Apds a desinfeccéo
superficial, as folhas foram cortadas em fragmentos com tamanho entre 0,3
e 0,5 cm?. Em seguida, cinco fragmentos foliares foram inseridos em cada
placa de Petri contendo meio BDA, acrescidos de 50 pg. mL™ de tetraciclina,
para inibir o crescimento bacteriano. Cinquenta placas foram incubadas em
estufa de crescimento a 28°C, durante sete dias. Os fungos crescidos foram
transferidos para novas placas contendo BDA para o0 processo de
purificagao.

Estudo quimico

Para obtencdo de metabdlitos secundarios, o fungo CL7 foi escolhido
aleatoriamente. Este foi incubado em 3 erlenmeyers, contendo caldo BD —
Batata-Dextrose (250 mL cada), posteriormente dispostos na estufa de
crescimento a 28°C, durante 21 dias. O meio fermentado foi filtrado em funil
com gaze e em seguida centrifugado a 2750 x g por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido para funil de separacdo e submetido a uma
particdo liquido-liquido com acetato de etila grau P.A. (3 x 100 mL). A fase
organica resultante da extracao foi tratada com secante (sulfato de sodio
anidro), e esta fracao foi concentrada sob presséo reduzida em evaporador
rotativo R-3000 Buchi, a 37°C, obtendo-se o0 extrato bruto de metabolitos
secundarios. O extrato dos metabdlitos secundarios produzido (CL7-EB) foi
submetido a anélise de RMN de 'H para observacéo do perfil quimico do
extrato. O fungo CL7 produziu uma secrecdo, semelhante a um oOleo,
durante o periodo de incubacdo no meio liquido contendo BD, e este foi
separado com auxilio de uma pipeta e em seguida submetido a filtracdo para
retirada de possiveis esporos. O liquido se mostrou soluvel apenas em
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MeOH e foi renomeado como CL7-OL e submetido a anélise de RMN de *H.
As amostras CL7-OL e CL7-EB foram para as demais analises de RMN de
13C, COSY, HSQC e HMBC por apresentarem um perfil de composto puro,
sendo este codificado como FCL7-1.

Avaliacéo da atividade antimicrobiana

A determinacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de
micro diluicdo seriada, utilizando o meio de cultura Caldo Mueller-Hinton
para bactérias (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus), meio de cultura Caldo Saboraud Dextrose para as
leveduras (Candida albicans e C. parapsilosis) e meio RPMI 1640 para os
fungos dermatofitos (Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum). Foram
utilizadas placas de 96 pocos, sendo distribuidos 100 uL de meio de cultura
em cada poco, em seguida acrescentado 100 pL do extrato bruto diluido em
meio de cultura. Para o teste com as bactérias, as placas foram encubadas a
37°C por 24h. As placas contendo leveduras foram incubadas a 37°C por
48h. J4 no caso dos dermatdfitos, as placas foram incubadas em camara
umida a 28°C por 72h. Apdés o tempo de incubacédo, as placas foram
analisadas e a concentracdo inibitoria minima foi determinada. Apds esse
procedimento, transferiu-se 10 yL do conteddo dos pogos que apresentaram
inibicdo do crescimento visivel para placas de meio de cultura, e determinou-
se a concentracdo bactericida ou fungicida do extrato.

Resultados e Discussao

Depois de realizar os procedimentos de isolamento e purificacdo, foram
obtidas 42 linhagens de fungos endofiticos de C. laevigata. Para a
determinacao da frequéncia de colonizacdo (FC), avaliou-se o numero de
fragmentos que apresentaram crescimento fangico (211) em relacdo ao
namero total de fragmentos amostrados (250). Desta forma com apenas 39
fragmentos que ndo apresentaram crescimento no total de 250 avaliados, foi
encontrada uma frequéncia de colonizacao de 84,4%. A partir das analises
macroscopicas desses fungos, foi possivel aloca-los em 24 morfogrupos
distintos, com base na cor da coldnia e formato do micélio.

Apoés o cultivo do fungo CL7 em caldo BD obteve-se 115,3 mg de extrato
bruto. No espectro de protons da amostra CL7-EB observou a presenca de
poucos sinais, e segundo a integracdo destes, observou-se que havia a
presenca majoritaria de apenas uma substancia. Ao se observar o espectro
de prétons da amostra CL7-OL observaram-se 0s mesmos sinais que a
amostra CL7-EB, e desta forma pode-se determinar que ambas amostras
apresentaram a mesma substancia. Para a identificacdo da substancia foram
realizadas as demais andlises de RMN. A substéancia codificada como FCL7-
1 foi identificada como sendo a 4-hidroximetil-5-hidroxi-2H-piran-2-ona.
Identificacdo realizada pela comparacdo dos dados espectroscopios de
ressonancia magnética nuclear de tH, 13C, COSY, HMBC e HSQC com os
dados da literatura (LIN et al., 2008).
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Avaliacao da atividade antimicrobiana

A partir da técnica de micro diluicAo em placa o valor da concentracédo
inibitéria minima (CIM) do extrato bruto do fungo CL7 foi determinada, onde
para 0S microrganismos Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Candida parapsilosis, Trichophyton rubrum e Microsporum gypseum 0s
valores de CIM foram maiores que a concentracao testada de 1000 pg.mL™.
Ja para contra os microrganismos Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e
Candida albicans o valor de CIM foi igual a 1000 pg.mL®, porém a
CBM/CFM foi superior a 1000 pg.mL™?, indicando que n&o houve morte dos
microrganismos, mas apenas a inibicdo do seu crescimento. Dados da
literatura consideram que extratos com valores de CIM de 500-1000 pug mL™
possuem uma atividade antimicrobiana fraca; acima de 1000 pg.mL™ o
extrato pode ser considerado inativo. Dessa maneira, o0 extrato de
metabdlitos secundarios do fungo CL7 n&o apresentou atividade
antimicrobiana significativa.

Conclusodes

O estudo dos fungos endofiticos associados a espécie vegetal C. laevigata
resultou no isolamento de 42 fungos endofiticos, que foram divididos em 24
morfogrupos distintos, de acordo com caracteristicas macroscoépicas. O
estudo quimico do extrato metabdlico do fungo CL7 levou a identificagdo do
composto 4-hidroximetil-5-hidroxi-2H-piran-2-ona. O extrato de metabdlitos
do fungo CL7 também foi testado frente a diferentes bactérias, leveduras e
fungos dermatdfitos, mas os resultados obtidos demostram uma fraca ou
inativa atividade antimicrobiana do extrato.
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