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RESUMO

Croton lechleri, nativa da Amazénia e popularmente conhecida como sangue de dragéo,
€ utilizada no tratamento de doencas. Os fungos endofiticos desta planta podem ter
propriedades medicinais, como a producdo da enzima L-asparaginase, utilizada no
tratamento de leucemia aguda. O objetivo deste trabalho foi selecionar fungos
endofiticos de Croton lechleri produtores de L-asparaginase. Os fungos utilizados
pertencem a colecdo do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Acre
(UFAC). Para reativagdo, foram inoculados em meio Batata Dextrose Agar (BDA) e
identificados em nivel de género. A producédo de L-asparaginase foi detectada em meio
Czapek Dox modificado, sendo considerada positiva a mudanca de cor de amarelo para
azul, com crescimento visivel da colénia. Os resultados foram analisados por estatistica
descritiva. Dos 48 fungos analisados, 40 (83,33%) apresentaram resultado positivo. Os
géneros mais frequentes foram Paecilomyces (29,2%), Penicillium (12,5%),
Colletotrichum (4,2%), Phomopsis (4,2%), Xylaria (4,2%), e 17 fungos néo
apresentaram estrutura reprodutiva, sendo identificados como Micélio esteéril (35,4%).
Os fungos endofiticos de Croton lechleri mostraram potencial para a producao
extracelular da enzima L-asparaginase, podendo ser uma fonte promissora dessa

enzima antitumoral.

Palavras-chave: leucemia aguda, Paecilomyces, Penicillium.

ABSTRACT

Croton lechleri, native to the Amazon and popularly known as dragon's blood, is used to
treat diseases. The endophytic fungi of this plant may have medicinal properties, such
as the production of the enzyme L-asparaginase, used in the treatment of acute
lymphoblastic leukemia. The objective of this work was to select endophytic fungi from
Croton lechleri that produce L-asparaginase. The fungi used belong to the collection of
the Microbiology Laboratory of the Federal University of Acre (UFAC). For reactivation,
they were inoculated on Potato Dextrose Agar (BDA) and identified at the genus level.
The production of L-asparaginase was detected in modified Czapek Dox medium, with
a change in color from yellow to blue, with visible colony growth, being considered
positive. The results were analyzed using descriptive statistics. Of the 48 fungi analyzed,
40 (83.33%) showed a positive result. The most frequent genera were Paecilomyces
(29.2%), Penicillium (12.5%), Colletotrichum (4.2%), Phomopsis (4.2%), Xylaria (4.2%),
and 17 fungi did not present reproductive structure, being identified as sterile mycelium
(35.4%). The endophytic fungi of Croton lechleri showed potential for the extracellular
production of the enzyme L-asparaginase, and could be a promising source of this
antitumor enzyme.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, Paecilomyces, Penicillium.
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1. INTRODUCAO

Croton lechleri pertence a familia Euphorbiaceae conhecida popularmente como
sangue de dragdo, sangue de grado ou sangre de grada. A planta é nativa do noroeste da
Ameérica do Sul, onde é encontrado na Amazoénia, sendo utilizada na medicina popular e
tradicional para tratar uma variedade de condicfes clinicas (DE MARINO et al., 2008;
GUERRA-JUNIOR et al., 2022).

O uso de Croton lechleri se d& por meio da extracdo do seu latex de coloracao
vermelha intensa, que possui diversos componentes quimicos medicinais, entre eles esta
o alcaloide taspina, que possui atividade anti-inflamatéria, analgésica e cicatrizante, além
de estimular a migracéo de fibroblastos no processo de cicatrizacéo de feridas (PONA et
al., 2018; RODRIGUES et al., 2020).

As propriedades medicinais de Croton lechleri sdo atribuidas aos seus metabdlitos
secundarios (NAIK et al., 2019). Os metabdlitos secundarios sdo familias de moléculas
especializadas produzidas por diversas vias metabdlicas, entre elas, estdo o0s
microrganismos presentes na microbiota da planta (ISAH, 2019). Estes microrganismos
podem viver externamente (epifiticos) ou internamente (endofiticos) (GODOY et al., 2021).

Os fungos e bactérias endofiticas sdo os microrganismos de maior interesse para a
producdo de metabdlitos primarios e secundarios, jA que fazem parte da microbiota
definitiva e, assim, compartilham hormoénios e moléculas altamente especializadas, Unicas
de cada espécie vegetal (PANG et al., 2021). Os fungos endofiticos vivem internamente
nos tecidos vegetais em uma relacdo simbiotica singular em que o vegetal e o fungo, ao
longo da evolugao, aprimoraram o seu desenvolvimento por meio da producao e troca de
nutrientes (metabdlitos) entre eles (CARUSO et al., 2022).

Os metabolitos produzidos pelos fungos endofiticos possuem aplicagbes
biotecnoldgicas como, por exemplo, agentes de controle de fitopatdgenos e promogéo do
crescimento vegetal, atividade antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antitumoral, entre
outras caracteristicas que despertam o interesse em aplicacdes medicinais e ambientais
(SALATINO et al., 2007; ISAH, 2019; CHEN et al., 2021).

Dentre os responsaveis pelas propriedades antitumorais de metabdlitos dos
microrganismos endofiticos esta a enzima L-asparaginase (PARASHIVA et al., 2023). A L-

asparaginase € uma enzima que catalisa e promove a hidrolise da L-asparagina em L-
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aspartato e amonia, reduzindo a quantidade de asparagina no plasma e,
consequentemente, reduz a biossintese de proteinas pelas células tumorais tornando a L-
asparaginase muito util para o tratamento de canceres linfoproliferativos, principalmente
leucemia linfoblastica aguda e linfoma de Hodkin (CACHUMBA et al., 2016).

A principal forma de producdo da L-asparaginase se da por meio de bactérias em
decorréncia da maior facilidade da manipulacéo genética industrial. No entanto, por se tratar
de um substrato proveniente de microrganismo procariético, podem ocasionar reacdes de
hipersensibilidade que variam de exantema cutaneo até choque anafilatico (CHOW; TING,
2015; PARASHIVA et al., 2023).

Tendo em vista a ampla aplicabilidade da enzima L-asparaginase no tratamento de
diferentes tipos de céancer, detectar a presenca desta enzima produzida por fungos
endofiticos possibilita a aplicabilidade no tratamento de doencas e a identificacdo da
producdo desta enzima por eucariéticos de forma natural podera ampliar o arsenal
terapéutico e diminuir os eventos adversos ocasionados pela L-asparaginase proveniente
de bactérias (SOUZA et al., 2017; HATAMZADEH et al., 2020).

Desta forma, este estudo teve como objetivo selecionar fungos endofiticos da planta
medicinal amazoénica Croton lechleri Mull. Arg. produtores da enzima L-asparaginase.

2. MATERIAIS E METODOS

Reativacao de fungos endofiticos

Os fungos endofiticos analisados neste estudo foram isolados da espécie amaz6nica
Croton lechleri, e estavam depositados na Colecao de Microrganismos do Laboratoério de
Microbiologia da Universidade Federal do Acre (UFAC). Os fungos estavam armazenados
em agua destilada a temperatura ambiente (CASTELLANI, 1963).

Para reativacéo, os fungos endofiticos foram cultivados em meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar-BDA (200 g batata, 20 g dextrose, 15 g agar para 1 L de agua destilada) por
7 dias a temperatura ambiente, e entdo inoculados em tubos de ensaio contendo meio BDA

para a obtencéo de culturas puras (AZEVEDO et al., 2010).

Identificacdo de fungos endofiticos
Para identificagdo dos fungos endofiticos foram analisadas as suas caracteristicas
macro e micromorfologicas. Para a analise macromorfolégica foi feita uma suspenséo do

fungo em 1 mL de agua destilada e 10 pL da suspenséao inoculada em BDA em trés pontos
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e incubados a 28 °C, e ap0s 7 dias observadas as caracteristicas das coldnias flngicas,
como a cor, textura do micélio e producao de pigmento (AZEVEDO et al., 2010).

Para a analise micromorfolégica, os fungos foram submetidos ao microcultivado em
meio BDA e Aveia (30 g aveia, 15 g agar para 1 L 4gua destilada) e as placas incubadas a
temperatura ambiente por um periodo de 7 dias (LACAZ et al., 1998). As laminulas foram
coradas com o corante azul de lactofenol para facilitar a visualizacdo das estruturas

reprodutivas e comparadas com literatura especifica (BARNETT; HUNTER, 1998).

Selecao de fungos endofiticos produtores de L-asparaginase

Para avaliar a capacidade de producéo de L-asparaginase por fungos endofiticos de
Croton lechleri, foi feita uma suspensao do fungo em 1 mL de agua destilada e 10 pL da
suspensédo inoculada em Czapek Dox modificado (McDox) (agar 20 g, glicose 2 g, L-
asparagina 10 g, KH2PO4 1,52 g, KCI 0,52 g, MgS0O4.7H20 0,52 g, CuNO3.3H20 0,001 g,
ZnS04.7H20 0,001 g, FeS0O4.7H20 0,001 g, pH 7,3) suplementado com o indicador azul de
bromotimol 0,009% (CHOW; TING, 2015). As placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias, e
entdo avaliado se produziram L-asparaginase pela mudanca na coloracdo do meio de
cultura de amarelo para azul, indicando alcalinizacdo do meio pela hidrélise da L-

asparagina em aspartato e amonia. Foram feitas trés repeticées de cada fungo.

Analise dos dados
Para andlise dos dados foi realizada a estatistica descritiva, sendo calculado o
namero absoluto e relativo de fungos endofiticos identificados e produtores de L-
asparaginase. Os resultados foram apresentados graficamente por meio do software

Microsoft Excel.

3. RESULTADOS

3.1 Reativacao de fungos endofiticos e identificacdo de fungos endofiticos

Um total de 48 fungos endofiticos de Croton lechleri foram reativados da colecéo de
fungos endofiticos do Laboratorio de Microbiologia da UFAC (Tabela 1), identificados em
nivel de género pela andlise de suas caracteristicas macro e micromorfologicas (Figura 1).
Os géneros de fungos endofiticos mais frequentes foram Paecilomyces (29,2%), Penicillium
(12,5%), Colletotrichum (4,2%), Phomopsis (4,2%), Xylaria (4,2%), e 35,4% nao

apresentaram estrutura reprodutiva, sendo identificados como Micélio estéril (Figura 2).
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Figura 1. Andlise macro e micromorfolégica de fungos endofiticos de Croton lechleri. 1A, B. Curvularia sp.
1(2.1391); 2A, B. Paecilomyces sp. 9 (2.1550); 3A, B. Paecilomyces sp. 6 (2.1331); 4A, B. Geotrichum sp.
1(2.2247); 5A, B. Micélio estéril sp. 12 (2.2609).
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Figura 2. Frequéncia de géneros de fungos endofiticos de Croton lechleri.

3.2 Selecdo in vitro de fungos endofiticos produtores de L-asparaginase

Dos 48 fungos endofiticos de Croton lechleri avaliados quanto a capacidade de
producdo da enzima L-asparaginase, 40 (83,33%) tiveram resultado positivo (Tabela
1), visualizado pela mudanca de coloragcado do meio Czapex Dox (McDox) de amarelo
para azul, devido a alcalinizac&o do meio ocasionado pela liberagdo de aménia (Figura
3). Os fungos dos géneros Paecilomyces, Colletotrichum, Aspergilus, Cladosporium,
Penicillium tiveram 100% resultados positivos para a producdo de L-asparaginase, e

apenas 8 (16,67%) isolados fungicos ndo apresentaram producao de L-asparaginase.
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Tabela 1. Cdédigo do fungo, identificacdo morfolégica e producdo de L-asparaginase por fungos
endofiticos isolados da planta amazénica Croton lechleri.

Cédigo do Fungo Identificac&o Producdo de L-
asparaginase
2.2256 Acremonium sp. 1 +
2.1377 Aspergillus sp. 1 +
2.2704 Colletotrichum sp. 1 +
2.22 Colletotrichum sp. 2 +
2.2441 Cladosporium sp. 1 +
2.1391 Curvularia sp. 1 +
2.2247 Geotrichum sp. 1 -
2.728 Paecilomyces sp. 1 +
21477 Paecilomyces sp. 2 +
2.1249 Paecilomyces sp. 3 +
2.1262 Paecilomyces sp. 4 +
2.2409 Paecilomyces sp. 5 +
2.1331 Paecilomyces sp. 6 +
2.1114 Paecilomyces sp. 7 +
2.2237 Paecilomyces sp. 8 +
2.1550 Paecilomyces sp. 9 +
2.1296 Paecilomyces sp. 10 +
2.1339 Paecilomyces sp. 11 +
2.1147 Paecilomyces sp. 12 +
2.2835 Paecilomyces sp. 13 +
2.2205 Paecilomyces sp. 14 +
2.1611 Penicillium sp. 1 +
2.2433 Penicillium sp. 2 +
2.2810 Penicillium sp. 3 +
2.1612 Penicillium sp. 4 +
2.1157 Penicillium sp. 5 +
2.2402 Penicillium sp. 6 +
2.1631 Phomopsis sp. 1 +
2.2870 Phomopsis sp. 2 -
2.813 Xylaria sp. 1 -
2.1210 Xylaria sp. 2 +
2.1111 Micélio estéril sp. 1 -
2.2831 Micélio estéril sp. 2 +
2.2502 Micélio estéril sp. 3 -
2.2522 Micélio estéril sp. 4 +
2.2174 Micélio estéril sp. 5 -
2.2826 Micélio estéril sp. 6 +
2.3013 Micélio estéril sp. 7 -
2.2809 Micélio estéril sp. 8 +
2.2219 Micélio estéril sp. 9 +
2.2199 Micélio estéril sp. 10 +
2.2869 Micélio estéril sp. 11 +
2.2609 Micélio estéril sp. 12 +
2.2332 Micélio estéril sp. 13 -
2.541 Micélio estéril sp. 14 +
2.2721 Micélio estéril sp. 15 +
2.2711 Micélio estéril sp. 16 +
2.421 Micélio estéril sp. 17 +
Total 48
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POSITIVO

NEGATIVO

Figura 3. Producao da enzima L-asparaginase por fungos endofiticos da planta medicinal amazonica
Croton lechleri. Positivo: A. Micélio estéril sp. 4 (2.2522); B. Colletotrichum sp. 1 (2.2704); C.
Curvularia sp. 1 (2.1391); D. Penicillium sp. 1 (2.1611); E. Xylaria sp. 2 (2.1210). Negativo: A.
Geotrichum sp. 1 (2.2247); B. Micélio estéril sp. 5 (2.2174); C. Micélio estéril sp. 1 (2.1111); D.
Phomopsis sp. 2 (2.2870); E. Xylaria sp. 1 (2.813).

4. DISCUSSAO

Um total de 48 fungos endofiticos foram reativados de Croton lechleri da colecao de
fungos do Laboratério de Microbiologia da UFAC, sendo identificados 10 géneros,
mostrando a capacidade da espécie medicinal amazénica apresentar associagcdo com
diversos géneros de fungos endoéfitos como Acremonium, Aspergillus, Cladosporium,
Colletotrichum, Curvularia, Geotrichum, Paecilomyces, Penicillium, Phomopsis e Xylaria.
Os fungos endofiticos dos géneros Paecilomyces e Penicillium foram os mais frequentes,
totalizando 20 isolados (41,67%).

Paecilomyces foi o0 género mais frequente de fungo, pertencente ao filo Ascomycota,
encontrado em solo, florestas, desertos, sedimentos, entre outros. Podem viver em uma
ampla faixa de temperatura e pH, além de diferentes substratos, sua ampla distribuicdo e
resisténcia podem justificar o motivo de ter sido o mais encontrado (MORENO-GAVIRA et
al., 2020). Em geral, o género Paecilomyces ndo é patogénico aos humanos, sendo
utilizados tradicionalmente em aplicacdes na agricultura para controle de pragas e vetores,
no tratamento de doencas como infec¢cdes parasitarias e canceres (DAl et al., 2020). Estas
caracteristicas sao atribuidas a sua ampla producao de metabdlitos secundarios, como
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policetideos, terpendides, esterbides, peptideos, alcaldides e outros compostos
nitrogenados (LI et al., 2020).

Penicilium foi o segundo género mais identificado dentre os fungos analisados. E um
fungo filamentoso com mais de 200 espécies reconhecidas, fazendo com que seja um dos
maiores grupos de fungos. Estao presentes no solo, ar, agua, alimentos, e como endofiticos
de diversas espécies vegetais em decorréncia da sua pouca exigéncia nutricional e da sua
capacidade de crescer sob condicfes adversas (VISAGIE et al., 2014). Sao produtores de
diversos metabdlitos secundarios de importancia para a saude com propriedades
antimicrobianas, antiparasitaria, antiviral, antidiabético, anti-inflamatorio, antioxidante,
anticancerigeno, fibrinolitico, imunossupressor e neuroprotetor (TOGHUEO; BOYOM,
2020).

A alta frequéncia de fungos dos géneros Penicillium e Paecilomyces pode ser pois
estes fungos sdo encontrados em diversos ambientes, devido a capacidade desses
géneros de adaptacdo as suas minimas exigéncias nutricionais, variabilidade de espécies
e sua alta producdo enzimatica (VISAGIE et al., 2014; DAI et al., 2020; LI et al., 2020;
MORENO-GAVIRA et al., 2020; TOGHUEO; BOYOM, 2020).

Além dos géneros Penicillium e Paecilomyces, o género Aspergillus também foi
produtor de asparaginase neste trabalho. No isolamento de fungos do mangue de
Bhitarkanika, costa leste da india, de 208 fungos isolados da filosfera, rizosfera e amostras
de ar do local, dos sete géneros identificados como produtores de L-asparaginase,
Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces estavam entre eles (GUPTA et al., 2009).

Cladosporium foi um género produtor de L-asparaginase neste estudo. A partir de
sete plantas medicinais da familia Asteraceae localizadas na provincia de Golestan,
nosdeste do Iran, do total de 84 morfotipos isoladas do caule, folha, raiz e flor, 13 géneros
foram produtores de L-asparaginase, sendo o género Cladosporium classificado como
produtor moderado de L-asparaginase (espécie Cladosporium limoniforme 0,309 U/mL)
(HATAMZADEH et al.,, 2020). Neste estudo, foi utilizado método qualitativo para
identificagédo da producgdo da enzima, sendo importante a realizagdo de novos estudos com
analise quantitativa para verificar quantificacdo da producdo de L-asparaginase como no
estudo descrito.

Assim como os géneros Colletotrichum e Aspergillus tiveram producédo de L-
asparaginase no presente trabalho, do total de 35 fungos endofiticos isolados de plantas

medicinais da familia Rutaceae, os maiores produtores de L-asparaginase foram o0s
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géneros Aspergillus, Colletotrichum e Fusarium (de 7,58 U/mL até 8,84 U/mL) (UDAYAN;
GNANADOSS, 2023). O género Aspergillus também teve destaque na producéo de L-
asparaginase no isolamento de fungos endofiticos de Sueada monoica, a partir de 17
isolados, a espécie Aspergillus terreus foi responsével pela maior quantidade de producédo
enzimatica (35,28 U/mL) (KALYANASUNDARAM et al., 2015).

Fungos dos géneros Acremonium, Curvularia, Phomopsis e Xylaria também
produziram L-asparaginase nos ensaios in vitro neste trabalho. Esses géneros, estdo
presentes em plantas da familia Asteraceae, a qual a espécie Croton lechleri pertence, e
esses géneros nao sao encontrados com frequéncia em outras familias de plantas,
justificando a ocorréncia desses géneros na familia Asteraceae a sua grande producéo de

biocomponentes (vitaminas, horménios, antibiéticos e outros) (CARUSO et al., 2020).

5. CONSIDERACOES FINAIS

A planta medicinal amazénica Croton lechleri possui véarios fungos endofiticos
produtores da enzima L-asparaginase, mostrando assim o potencial biotecnolégico de seus
fungos endofiticos, sendo os principais géneros produtores Paecilomyces, Colletotrichum,

Aspergilus, Cladosporium, Penicillium.
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