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EFEITO ANTIMICROBIANO DOS METABC’)LITOS SECUNDARIOS DE
Curvularia sp., ISOLADO ENDOFITICO DE Sapindus saponaria,
CONTRA Micrococcus luteus e Enterococcus hira

Raiani Nascimento Alberto’; Ravely Casarotti Orlandelliz; Adriana Garcia3,' Tiago Tognolli
de Almeida®*; Jodo Alencar Pamphile®

RESUMO: Enddfitos, geralmente fungos e bactérias, vivem sistematicamente no interior das plantas, sem
causar aparentemente dano a seus hospedeiros. Sapindus saponaria € uma arvore conhecida
popularmente como sab&o-de-soldado, geralmente utilizada na medicina popular. O objetivo principal desse
trabalho foi a obtengdo de metabdlitos do fungo endofitico de Sapindus saponaria e a avaliagdo do seu uso
potencial no controle de patdgenos. Para a obtengéo de metabdlitos secundarios foi realizada a particao em
acetato de etila, do meio fermentado pelo enddfito previamente, durante 15 dias. Foi utilizado o fungo
endofitico Curvularia affinis isolado de S. saponaria. Testou-se os metabdlitos obtidos contra Micrococcus
luteus e Enterococcus hirae, obtendo-se resultados positivos de inibicdo, agdo antimicrobiana, contra
ambas. Conclui-se entdo que o isolado endofitico Curvularia sp. produz metabdlitos secundarios com
potencial biotecnoldgico para o controle de Micrococcus luteus e Enterococcus hirae.

PALAVRAS-CHAVE: Enddfito; Metabdlitos; Biotecnologia; Antimicrobiano.

INTRODUGAO

Endofitos sdo geralmente fungos e bactérias que vivem no interior de tecidos e
orgaos vegetais, interagindo sistematicamente com seus hospedeiros sem causar-lhes
aparente dano. Esses microrganismos podem ser isolados do interior de tecidos vegetais
previamente desinfectados, para que nao sejam isolados juntamente os microrganismos
epifiticos. A variedade de enddfitos que pode ser encontrada depende da planta
hospedeira e a sua idade, distribuicdo geografica, clima, altitude, precipitacdo, entre
outros fatores. Os microrganismos endofiticos penetram nas plantas hospedeiras pelas
aberturas naturais como estdématos, lenticelas, area de emergéncia de raizes laterais,
hidatédios, ferimentos, aberturas causadas por insetos e pela produgdo de enzimas.
Foram inicialmente descritos por Bary em 1866 e até o final de 1970 foram considerados
assintomaticos, ou seja, sem produzir efeitos benéficos ou prejudiciais a seus hospedeiros
(Azevedo, 2002). Acredita-se que fungos endofiticos tenham co-evoluido com seus
hospedeiros, constituindo uma intima interagcdo mutualistica, onde a planta fornece
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nutrientes e protegdo aos microrganismos e estes conferem ao vegetal maior resisténcia a
ambientes com intenso A partir desta interacao, enddfitos adquiriram a capacidade de
produzir metabdlitos de interesse farmacoldgico, idénticos ou semelhantes aos produzidos
por vegetais. Metabdlitos secundarios obtidos a partir de fungos endofiticos apresentam,
ainda utilidade terapéutica, pela produgdo de alguns compostos com atividade de
horménios, antibidticos, antitumorais entre outras fungdes bioldgicas, o que causam
grande interesse industrial e biotecnoldgico. Devido ao fato de muitas espécies vegetais
produtoras de substancias de interesse farmacéutico estarem ameacadas de extingao, os
fungos endofiticos constituem uma promissora fonte de farmacos de alto valor agregado,
sendo portanto, alvo de importantes pesquisas.

Algumas espécies do género Curvularia sao conhecidas como saprofitas em
diferentes substratos vegetais e no solo, podendo ainda serem isoladas a partir do solo e
do ar. Outras sdo fitopatogénicas em gramineas e em regides de clima tropical e
subtropical. Contudo, espécies de Curvularia podem ser encontradas endofiticamente em
plantas medicinais, sem causar maleficios a estas plantas, pelo contrario, podendo ser
uteis dentro e fora da planta hospedeira que os albergam (Lima, 2007). A utilizagdo das
plantas medicinais pela populagdo como medicamento € bem antiga. Pesquisas mostram
que cerca de 80% da populagdo mundial ja fez uso de plantas medicinais na busca da
cura de alguma doenga ou para amenizar alguma dor. Muitas pesquisas demonstram que
algumas propriedades medicinais de certas plantas podem nao ser somente produzidas
pelas plantas, mas podem estar relacionadas com metabdlitos que s&o produzidos por
microrganismos endofiticos que essas plantas albergam. Varios sdo os exemplos de
endofitos isolados de plantas medicinais, que produzem compostos com propriedades e
emprego no uso medicinal.

Sapindus saponaria L., conhecida popularmente como “sabao-de-soldado”,
saboeira, sabdo-de-macaco, é espécie arbérea de distribuicdo regular nos estados das
regides Norte, Nordeste e Centro Oeste (Albiero, 2001). Os seus frutos sao utilizados pela
populagdo como sabao, no banho e no combate a ulceras, feridas na pele e inflamagdes.
Espécies de Sapindus tém sido pesquisadas por suas propriedades tensoativas como
também para uso farmacoldgico, pois esses compostos classificados como triterpendides,
apresentam atividade antiulcerativa e antineoplasica (Margu, 2002).

A bactéria Gram-positiva Micrococcus Iluteus € comumente utilizada para a
deteccdo de compostos antimicrobianos. Trata-se de um microrganismo do meio
ambiente, as vezes encontrado transitoriamente na pele do ser humano, que pode estar
associado a ocorréncia de infeccoes como abscessos, pneumonia, artrite séptica,
meningite, bacteremia e choque séptico em pacientes imunodeprimidos.

Enterococcus hirae € um exemplo de bactéria do tipo cocos Gram-positiva que
geralmente se dispdem aos pares e em curtas cadeias e que apresentam reagdo em
catalase negativa. Sdo comensais e atuam como patégenos oportunistas, embora nao
causem respostas inflamatérias sistémicas severas, como choque séptico.
Frequentemente causam infec¢gdes em pacientes hospitalizados por um longo periodo
e/ou que receberam multipla terapia antimicrobiana. Normalmente colonizante do trato
intestinal, os enterococos podem ser encontrados ainda, embora com menos frequéncia,
em cavidde oral, vesicula biliar, vagina e uretra masculina. Por muito tempo foram
utilizados como indicadores de contaminacéo de agua e de alimentos (Centikaya,2000).

Esse trabalho teve como obijetivo avaliar o potencial do fungo endofitico Curvularia
sp., isolado de Sapindus saponaria, na producao de metabdlitos secundarios com
atividade antibacteriana contra Micrococcus luteus e Enterococcus hirae, utilizando-se de
ensaios bioldgicos qualitativos em triplicata.
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MATERIAL E METODOS

Para a obtencdo do metabdlito secundario foi utilizada a metodologia de Li et al.
(2005), modificada. A linhagem endofitica Curvullaria sp. (Ss32), isolada de folhas de S.
saponaria e pertencente ao estoque do Laboratério de Biotecnologia Microbiana da
Universidade Estadual de Maring4, foi repicada em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) por
7 dias, para a obtencéao de colbnias jovens. Em seguida, o fungo foi crescido em meio BD
(Batata-Dextrose), em erlenmeyer, a 28° C. Apés 15 dias, o meio fermentado foi filtrado e
centrifugado a 3.600 rpm por 10 minutos. O sobrenadante coletado foi transferido para um
funil de separacéao e a ele adicionou-se 0 mesmo volume de acetato de etila P.A. O funil
foi fortemente agitado e, apds 10 minutos, ocorreu separagao das fases por diferenca de
polaridade. O processo foi repetido por mais duas vezes e o acetato de etila obtido na
extracdo, contendo o metabdlito produzido pelo fungo, foi concentrado 98% em
evaporador rotativo a 40° C. O material resultante da evaporacao, ressuspendido em
metanol absoluto e estocado a 4° C até o momento da sua utilizacao. Para a avaliacao da
atividade antibacteriana, foi realizada a técnica de difusdo em disco, a partir do metabdlito
secundario produzido pelo isolado endofitico. A bactéria Micrococcus luteus (ATCC 9341)
e Enterococcus hirae (ATCC 1227) foram inoculadas em placas de Petri com meio LB
(Luria Bertani) sélido, em BOD a 37° C por 24 horas, para a obten¢ao de colbnias jovens.
Em seguida, as colbénias foram crescidas em meio LB liquido, a 37° C em BOD por 24
horas e ajustadas a uma concentragéo de 10° células por mL. Os testes foram feitos em
triplicata e as bactérias foram semeadas em placas de Petri contendo meio LB sdlido.
Cada placa recebeu quatro discos de papel filtro Whatman n° 4 esterilizados (& 6 mm),
equidistantes, inoculados com o extrato metabdlito. Utilizou-se como controle positivo o
antibiético Tetraciclina (Sigma) (50 pg.ml™ em etanol absoluto) e para os controles
negativos o metabdlito foi substituido, na mesma propor¢cdo, por agua destilada
autoclavada e metanol absoluto. As placas foram incubadas a 37° C por 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o crescimento das colbnias bacterianas em BOD por 24 horas, foi avaliada a
atividade antimicrobiana pela formacdo do halo de inibicdo gerado pelo metabdlito
secundario. De acordo com os resultados obtidos, o metabdlito extraido do fungo
endofitico Curvularia sp. é capaz de inibir o crescimento de Micrococcus luteus e
Enterococcus hirae, com formacdo de um discreto halo de inibicido sobre a bactéria
patogénica, em relagdo aos controles positivos e negativos. Uma melhor agdo desse
metabdlito no controle e inibicdo de M. luteus e E. hirae pode ser obtida com uma
otimizagdo no processo de obtengdo do metabdlito secundario e analise de
concentracoes ideais do mesmo.

CONCLUSAO

A inibicdo de crescimento de M. luteus e E. hirae pelos metabdlitos bioativos de
Curvularia sp. reforgca o potencial biotecnoldgico de isolados endofiticos no controle de
patégenos.
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