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Introducio

Os extratos obtidos de fontes naturais contém substancias de ampla diversidade
quimica denominadas metabdlitos especializados, provenientes principalmente de plantas,
animais, organismos marinhos e microrganismos (MUSHTAQ et al, 2018). Entre essas
fontes, o reino vegetal destaca-se pela producdo de metabolitos de elevado valor agregado,
amplamente empregados nas industrias farmacé€utica, cosmética, alimenticia e agricola
(PINTO et al., 2002). O uso de plantas para fins medicinais representa uma das praticas mais
antigas da humanidade e permanece amplamente difundido em diferentes populacdes
(VIEGAS JR.; BOLZANI; BARREIRO, 2006; YAO et al., 2017).

Além da importancia para a saide humana, os produtos naturais t€ém se mostrado
promissores no controle de doencas causadas por fungos fitopatogénicos, responsaveis por
expressivas perdas agricolas. Embora fungicidas sintéticos sejam amplamente utilizados, seu
uso continuo favorece impactos ambientais, riscos a saude humana e o surgimento de
populagdes resistentes (POPP; PETO; NAGY, 2013). Considerando a necessidade de ampliar
a producdo mundial de alimentos até 2050 e a crescente incidéncia de doengas
fitopatogénicas, torna-se indispensavel o desenvolvimento de alternativas sustentaveis para o
seu controle (CHAVEZ-RAMIREZ et al., 2020). Nesse contexto, os extratos vegetais
apresentam baixa toxicidade e potencial para reduzir a dependéncia de fungicidas sintéticos
(EL-SAMAWATY etal., 2021).

Entre os metabolitos associados a atividade antiflingica destacam-se os compostos
fenolicos, especialmente os flavonoides (MEKAM et al, 2019), além das lactonas
sesquiterpénicas (FREIRE et al., 1996). Estudos demonstram que extratos vegetais podem
apresentar elevada eficiéncia frente a fungos fitopatogénicos. Oliveira, Viana e Martins
(2016) observaram inibicdo de 100% de Colletotrichum musae utilizando extratos de capim
limdo e tomilho de folha grossa, enquanto Persaud et al. (2019) relataram reducdo de até
94,44% no crescimento de Rhizoctonia solani. Da mesma forma, extratos de Impatiens
walleriana promoveram inibigdo total de Alternaria spp. (DOMINGUES et al., 2021), e o
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extrato de Pterodon emarginatus apresentou 70% de inibicao frente a Alternaria brassicae,
evidenciando seu potencial como alternativa aos fungicidas convencionais (SILVA et al.,
2005).

O interesse no controle de Colletotrichum truncatum deve-se ao elevado impacto
econOmico dessa espécie. As espécies de Colletotrichum, podem atacar e causar doencas em
mais de 30 géneros de plantas, e por estar amplamente dizimado pelo planeta, foi considerado
um dos 10 fungos fitopatogénicas mais importantes do mundo, infectando diversas culturas
agricolas, sendo C. fruncatum o principal agente causal da antracnose da soja no Brasil
(DEAN et al., 2012; DAMM et al., 2012a,b; COSTA et al., 2009).

O género Lessingianthus, pertencente a familia Asteraceae, foi segregado de Vernonia
e retne espécies reconhecidas pela producao de flavonoides e lactonas sesquiterpénicas. Essa
espécie permanece praticamente inexplorada quanto a sua composicao fitoquimica e potencial
biologico, reforcando a necessidade de investigar sua atividade frente a fungos
fitopatogénicos.

Diante da relevancia do desenvolvimento de alternativas sustentaveis para o controle
de fungos fitopatogénicos e da escassez de estudos envolvendo Lessingianthus glabratus, este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifungica dos extratos e fracdes dessa
espécie frente ao fungo Colletotrichum truncatum, bem como investigar seu potencial como
fonte de metabolitos bioativos para aplicacdo no manejo de doengas de interesse agricola.

Material e Métodos

Coleta do Material Vegetal

A espécie Lessingianthus glabratus foi coletada em maio de 2022, na regido de Campos
Gerais do municipio de Ponta Grossa no Parana. Uma exsicata encontra-se depositada no
herbario da UEPG. Cadastrado no SISGEN: ASDD3AB.

As partes aéreas (caules e folhas) de L. glabratus foram secas em estufa com circulacao
de ar a 35 °C, durante 48 horas, e posteriormente trituradas com o auxilio de um moinho de
facas.

Preparagdo e Fracionamento do Extrato Bruto

O material vegetal seco e moido (678,0 g) foi submetido a extracdo com etanol P.A, por
maceracao exaustiva, sob temperatura ambiente em frasco de vidro de 5,0 L.

O extrato foi filtrado e o solvente foi removido com o auxilio de um evaporador rotativo
com pressao reduzida a temperatura de 35°C, obtendo-se aproximadamente 32 g do extrato
etandlico bruto das partes aéreas da planta. Apos, uma parte do extrato bruto (28 g), foi
utilizada para o fracionamento e outra parte (4 g), foi reservada para os testes biologicos.

O extrato bruto (EB-LG) foi solubilizado em uma mistura de MeOH/H>O 1:1 (400mL),
e em seguida foi submetido a particdo com 3 vezes de 100 mL de cada um dos solventes
organicos em gradiente crescente de polaridade (hexano e acetato de etila). Apds a remocgao dos
solventes com auxilio de um evaporador rotativo a pressao reduzida, foram obtidas as fracdes,
hexanica (FRHEX-LG), acetato de etila (FRAE-LG), e fracdo remanescente hidrometanolica
(FRHM-LG), conforme apresentado na Figura 1. Uma parte de cada fragdo foi separada para
os testes bioldgicos.
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és de L glabrats.

Figura 1 - Fluxograma do fracionamento do extrato bruto das partes

Partes aéreas | Extrato Bruto
(678,0 g) (28,0 9)

I: Maceragé&o exaustiva com etanol;
Il e lll | II: Solubilizagdo em MeOH/H,O (1:1);
Ill: Extracéo 3 vezes 100 mL de hexano e acetato de etila

FRHX-LG FRAE-LG FRHM-LG
(4.6 9) (9,4 g) (8,6 9)

Estudo de Desreplicagdo por UPLC-HRMS/MS
As andlises de desreplicacdo dos extratos obtidos foram realizadas com auxilio da

técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massa de alta
resolucao em tandem (UPLC-HRMS/MS).

Atividade in vitro contra o Fungo Colletotrichum truncatum

Os ensaios in vitro para avaliar o efeito dos extratos de L. glabratus, sobre o
crescimento micelial e porcentagem de inibicdo foram realizados adicionando aliquotas dos
extratos ao meio BDA (Batata Dextrose Agar) antes da autoclavagem e vertidos em placas de
Petri (@ 9 cm) para as concentragdes finais de 500, 1000, 2000, 4000 pg mL!. No tratamento
testemunha foi utilizado apenas meio BDA sem adicdo dos extratos. Cada placa de Petri
recebeu um disco de 0,5 cm de didmetro do micélio, retirado da borda das colonias do fungo e
depositado no centro da placa. As placas de Petri foram vedadas com filme plastico e incubadas
em camara BOD a uma temperatura de 25°C. As leituras foram realizadas a cada 24 horas,
perdurando até o 10° dia (CELOTO et al., 2011; STANGARLIN et al., 1999).

A porcentagem de inibi¢dao do crescimento (PIC) dos fitopatdgenos foi obtida por meio
da formula: PIC = [(didmetro da testemunha — diametro do tratamento)/didmetro da
testemunha] x 100, para cada extrato em relagdo a testemunha.

Resultados e Discussao

A avaliagdo da atividade antifungica das fra¢des obtidas de Lessingianthus glabratus
frente a Colletotrichum truncatum revelou diferencas significativas na inibi¢do do
crescimento micelial em fungdo da concentracao e do tipo de fracdo testada (Tabela 1).

Tabela 1 - Crescimento micelial (mm) de C. truncatum em placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo meio
de cultura BDA e extrato vegetal nas concentragdes de 500, 1000, 2000 ¢ 4000 pg mL".

Fracoes Colletotrichum truncatum
500 ng mL! 1000 pg mL! 2000 pg mL! 4000 png mL!
0 Inibicao 0 Inibicao %) Inibicao o Inibicao
(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
EB-LG 41,4 20,8 38,5 26,4 31,7 39,4 27,6 472

FRHX-LG 50,1 4,2 42,6 18,6 50,1 4,2 42,6 18,5

FRAE-LG 34,7 33,6 30,8 41,1 26,7 50,0 22,8 56,4

FRHM-LG 47,4 9,4 44,4 15,1 43,9 16,0 44,7 14,5
BDA 52,3 - 52,3 - 52,3 - 52,3 -
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O extrato bruto (EB-LG) e as fragdes de Lessingianthus glabratus apresentaram
comportamentos distintos frente ao crescimento micelial de Colletotrichum truncatum.
Observou-se resposta dependente da concentracdo para o extrato bruto e, principalmente, para
a fracdo acetato de etila (FRAE-LG), enquanto as fracdes hexanica (FRHX-LG) e
hidrometanolica (FRHM-LG) apresentaram baixa atividade antifingica.

Entre as amostras avaliadas, a FRAE-LG foi a mais promissora, reduzindo
progressivamente o crescimento do fungo a medida que a concentragdo aumentou. A inibi¢ao
passou de 33,6% (500 pg mL™) para 41,1% (1000 pg mL™), 50,0% (2000 pg mL™") e atingiu
56,4% na concentragdo de 4000 pug mL™', com reducdo do didmetro médio das coldnias de
34,7 para 22,8 mm. Em comparagdo, o extrato bruto apresentou efeito crescente, alcangando
47,2% de inibicdo, enquanto as fracoes FRHX-LG e FRHM-LG apresentaram valores
inferiores a 19% e 16%, respectivamente, indicando que os metabolitos bioativos estdo
concentrados na fracao de polaridade intermediaria.

Essa atividade pode ser atribuida a presenga de compostos fenolicos e lactonas
sesquiterpénicas, metabdlitos reconhecidos por alterar a permeabilidade da membrana celular,
comprometer a integridade da parede celular, inibir enzimas essenciais e induzir estresse
oxidativo em fungos (MEKAM et al., 2019; FREIRE et al., 1996). Essa hipotese foi reforgada
pela caracterizacdo quimica da FRAE-LG por UHPLC-HR-MS/MS associada as Redes
Moleculares (Molecular Networking) na plataforma GNPS2, que permitiu identificar o acido
3,5-dicafeoilquinico e anotar metabolitos relacionados, incluindo os acidos clorogénico e
cumaroilquinico, todos pertencentes a classe dos compostos fenélicos.

Outro aspecto relevante ¢ que as concentragdes avaliadas (5004000 pg mL™)
correspondem a menos de 1% de extrato, sendo a maior concentra¢do equivalente a apenas
0,4%. Mesmo nessa baixa propor¢do, a FRAE-LG promoveu 56,4% de inibicdo de C.
truncatum evidenciando o elevado potencial bioldgico da espécie e a eficiéncia de seus
metabolitos mesmo em pequenas quantidades.

Os resultados obtidos sdo consistentes com estudos envolvendo espécies da tribo
Vernonieae (Asteraceae). Silva et al. (2014) observaram inibi¢do de 100% do crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Phoma tarda e
Rhizoctonia solani utilizando extrato aquoso de Vernonia polysphaera, enquanto Fadina
(2010) demonstrou inibicao total de Colletotrichum lindemuthianum com extrato etandlico de
Vernonia amygdalina. Em conjunto, esses resultados reforcam que espécies desse grupo
constituem fontes promissoras de metabolitos antifingicos, especialmente compostos
fenolicos e lactonas sesquiterpénicas, com potencial para o desenvolvimento de alternativas
naturais aos fungicidas sintéticos.

Conclusoes

Os resultados obtidos demonstram que Lessingianthus glabratus apresenta
expressivo potencial antifungico frente a Colletotrichum truncatum, especialmente na fracao
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acetato de etila (FRAE-LG), que se destacou pela elevada inibicdo micelial mesmo em
baixas concentragdes (0,4% equivalente a 4000pg mL™). Esse desempenho pode estar
relacionado a presenca de compostos fendlicos, ja descritos como eficientes no controle de
fungos fitopatogénicos, e possivelmente associado a outros metabolitos secundarios
caracteristicos da familia Asteraceae, como as lactonas sesquiterpénicas.

A comparagdo com estudos prévios envolvendo espécies da tribo Vernonieae reforga
a relevancia deste género como fonte promissora de compostos bioativos para o
desenvolvimento de alternativas sustentdveis ao uso de fungicidas sintéticos. Assim, L.
glabratus mostra-se como um candidato promissor para a formulagdo de produtos naturais
voltados ao manejo integrado de doengas agricolas, contribuindo para a reduciao do impacto
ambiental e riscos a satide humana.
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