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RESUMO

Fusarium equiseti € um fitopatdgeno responsavel por varias doencas em plantas. Este trabalho
relata um estudo metabolémico de F. equiseti através do seu cultivo em diferentes meios
nutricionais: BD (batata-dextrose), BDL (batata-dextrose-levedura), MPD (malte-peptona-
dextrose) e MnTPL (manitol-peptona-levedura); e variagdo no tempo de cultivo: 7, 14, 21, 28
e 35 dias. Uma anélise preliminar por CCD e CLAE dos extratos obtidos revelou que, em
todos os meios nutricionais, o periodo de cultivo de 14 dias se mostrou como 0 mais
promissor na producdo de metabolitos secundérios. Desta forma, estes extratos foram
selecionados para a analise por UPLC-QTOF-MSF, e os dados de fragmentacido de massas
foram submetidos a uma analise comparativa em banco de dados. Este procedimento resultou
na tentativa de identificacdo de 10 diferentes metabdlitos secundarios, dos quais 0s compostos
equisetina e a ciclo-L-proliglicina possuem relatos na literatura para F. equiseti, enquanto que
0s compostos &cido (-) cis — 9,10 — epoxiestearico, capsenona, criptocina, fenil acetaldeido,
fusapirona, fusarielina B, maculosina e &cido glicodeoxicélico estdo sendo relatados pela
primeira vez para a espécie. Os extratos foram posteriormente submetidos a teste de atividade
fungicida contra Colletotrichum musae, onde o extrato BDL (14 dias) apresentou uma maior
inibicdo no crescimento do patdgeno. Para esse extrato (BDL) foram realizados novos testes
de atividade antiflngica, através da analise dos extratos (7, 14, 21, 28 e 35 dias). A partir
destes resultados, foram realizadas andlises estatisticas utilizando os dados de espectrometria
de massas obtidos para os extratos BD, BDL, MPD e MnTPL. A analise de componentes
principais (PCA) possibilitou diferenciar de maneira eficiente o perfil metabdlico de cada um
dos extratos, 0s quais apresentaram algumas semelhancas, porém o extrato BDL mostrou-se
como o mais distinto. Desta forma, a partir da analise de discriminacdo de minimos quadrados
parciais ortogonais (OPLS-DA) juntamente com os graficos de S-Plot e VIP dos extratos BDL
14 dias (mais ativo) e BDL 28 dias (menos ativo) foi possivel detectar nove biomarcadores
presentes apenas no extrato ativo BDL (14 dias), e consequentemente, possivelmente
associados a atividade fungicida observada. Os resultados obtidos demonstraram o potencial
qguimico de F. equiseti na biossintese de metabolitos secundarios, através da influéncia dos
meios nutricionais e tempo de cultivo, aléem da eficiéncia do uso da técnica UPLC-QTOF-
MSF e quimiometria na identificacdo de compostos organicos bioativos.

Palavras-chave: Fusarium equiseti. Metabélitos secundarios. UPLC-QOF-MSF.

Metaboldmica.



ABSTRACT

Fusarium equiseti is a phytopathogen responsible for several diseases in plants. This work
reports a metabolomic study of F. equiseti through its cultivation in different nutritional
media: BD (potato dextrose), BDL (potato dextrose-yeast), MPD (malt-peptone-dextrose) and
MnTPL (mannitol- yeast); and variation in culture time: 7, 14, 21, 28 and 35 days. A
preliminary analysis by CCD and HPLC of the extracts obtained showed that, in all
nutritional media, the culture period of 14 days proved to be the most promising in the
production of secondary metabolites. Thus, these extracts were selected for analysis by
UPLC-QTOF-MSE, and the data of mass fragmentation were submitted to a comparative
analysis in database. This procedure resulted in an attempt to identify 10 different secondary
metabolites, of which the equisetin and cyclo-L-proliglicin compounds have reports in the
literature for F. equiseti, whereas the compounds cis - 9,10 - epoxy stearic acid, capsenone, ,
cryptocine, phenyl acetaldehyde, fusapirone, fusarielin B, maculosin and glycooxycholic acid
are being reported for the first time for the species. These extracts were subsequently tested
for fungicidal activity against Colletotrichum musae, where the BDL extract (14 days)
showed a greater inhibition in the growth of the pathogen. For this extract (BDL) new tests of
antifungal activity were carried out, through the analysis of the extracts (7, 14, 21, 28 and 35
days). From these results, statistical analyzes were performed using the mass spectrometry
data obtained for the extracts BD, BDL, MPD and MnTPL. The main components analysis
(PCA) allowed to differentiate efficiently the metabolic profile of each of the extracts, which
presented some similarities, but the BDL extract showed to be the most distinct. Thus, from
the analysis of orthogonal partial least squares discrimination (OPLS-DA) together with the
S-Plot and VIP graphs of the BDL extracts 14 days (more active) and BDL 28 days (less
active) was possible to detect nine biomarkers present only in the active extract BDL (14
days), and consequently, possibly associated with the observed fungicidal activity. The results
obtained demonstrated the chemical potential of F. equiseti in the biosynthesis of secondary
metabolites through the influence of nutritional media and culture time, as well as the
efficiency of the use of the UPLC-QTOF-MSE technique and chemometry in the

identification of bioactive organic compounds.

Keywords: Fusarium equiseti. Secondary metabolites. UPLC-QTOF-MSE. Metabolomics.
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1 INTRODUCAO

O uso de microrganismos pelo homem ja é uma préatica bastante antiga na historia
da humanidade. Aspergillus oryza tem sido usado para fazer koji a partir de arroz por 5000
anos, enquanto que Penicillium roqueforti tem sido empregado para fazer queijo por quase
4000 anos (DEMAIN, 2009). No altimo seculo o homem também comecou a investigar o
potencial quimico e farmacoldgico dos produtos naturais produzidos pelos microrganismos
em seu beneficio, motivado pela descoberta da penicilina, isolada em 1929 por Fleming a
partir do fungo Penicillium notatum, revisado como P. rubens, sendo também o primeiro
medicamento produzido em larga escala ja na década de 40 (HOUBRAKEN, FRISVAD &
SAMSON, 2011) (Figura 1).

Figura 1 - (a) Penicillium notatum (b) Férmula estrutural da Penicilina (c) Penicillium
roqueforti e (d) Aspergillus oryza.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Os microrganismos sdo fontes renovaveis e reprodutiveis quando comparadas
como outras fontes naturais como plantas e animais. Em torno de 130 farmacos que
abastecem a indlstria farmacéutica sdo de origem microbiana, e dentre os exemplos mais
classicos estdo os antibacterianos, penicilinas, cefalosporinas, acido clavulanico, carbapeninas

e monobactamas, tetraciclinas e minoglicosideos (LAM, 2007) (Figura 2).
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Figura 2 — Estrutura de compostos de origem microbiana com atividade
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Um grupo de microrganismos que tem se  destacado  nas
ultimas décadas pela producdo de metabdlitos bioativos € o dos endofitos, que representam
uma importante fonte genética para aplicacdes biotecnoldgicas. Estes microrganismos
constituem um grande grupo variado de fungos, bactérias, cianobactérias, que habitam o
interior dos tecidos vegetais desde as raizes até as folhas das plantas sem causar-lhes efeitos
imediatos, e com ocorréncia em diferentes habitats, seja nos oceanos, florestas tropicais ou
ambientes desérticos. (KHARWAR et al., 2011)

A partir da estimativa de que existem cerca de mais de trezentas mil espécies de
plantas terrestres, e que cada uma destas espécies pode acomodar centenas de espécies de
microrganismos endofitos através de uma relagdo mutualistica ou parasita, os fungos
endofiticos mostram-se como uma vasta e diversificada fonte de metabdlitos secundarios
(KHARWAR et al., 2011; CHAPLA et al., 2013).
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O interesse cientifico na investigacdo quimica destes fungos aumentou nos anos
90, a partir da busca de microrganismos que pudessem produzir substancias bioativas e
estruturalmente complexas e dificeis de serem sintetizadas em laboratério (BUGNI e
IRELAND, 2004).

O taxol®, um diterpeno com alta atividade anticancerigena, foi isolado
preliminarmente a partir da casca do Teixo do Pacifico (Taxus brevifolia), 0 que ocasionou a
destruicdo das populacdes selvagens das espécies vegetais (STROBEL, 1993). As pesquisas
direcionadas a quimica dos microrganismos endofiticos de T. brevifolia permitiu a obtencédo
do taxol a partir dos fungos endofitos Taxomices andreanae, (STROBEL, 1993), e
posteriormente, a partir de Penicillium rastrickii (STIERLE, A. A. & STIERLE, D. B., 2014)
(Figura 3).

Figura 3 — Formula estrutural do taxol.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

A podofilotoxina, um produto natural originalmente isolado de Podophyllum
emodi do Himalaia, e alguns de seus derivados, como o otoposideo, sdo drogas anticancer
eficazes de largo espectro. De forma analoga ao taxol, as dificuldades envolvidas na sintese
destes compostos, levaram a investigacdo do isolamento de endéfitos de P. emodi capazes de
produzir podofilotoxina e analogos relacionados. A podofilotoxina foi também purificada a
partir de cepas do endofito Phialocephala fortinii associado a Podophyllum peltatum (PURI et
al., 2006; EYBERGER, DONDAPAT & PORTER, 2006). Em adicéo, este composto também
foi obtido a partir de fungos associados a varias plantas do género Juniperus. A partir do
fungo Alternaria sp. associado a J. vulgaris (LU et al., 2006); de Fusarium oxysporum
associado a J. recurva; (KOUR et al., 2008) e de Aspergillus fumigatus associado a J.
communis (KUSARI, LAMSHOFT & SPITELLER, 2009) (Figura 4).
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Figura 4 — Formulas estruturais da podofilotoxina e do otoposideo

Podofilotoxina Otoposideo

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

1.1 Considerac0es sobre o género Fusarium

De acordo com Ploetz (1990, apud MELO, 2014), espécies do género Fusarium sdo
fungos endofiticos com ocorréncia mundial e grande importancia do ponto de vista
econémico e social, ja que ocupam a terceira posicdo entre 0s géneros com maior nimero de
espécies que podem causar doencas em plantas, devido a acdo de algumas de suas
micotoxinas.

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos com atividade fitotdxica,
zootoxica e antibidtica. Nas ciéncias animais, veterindria e na medicina humana a palavra
micotoxina é usada para se referir a metabdlitos fungicos tdxicos para humanos e organismos
animais. Algumas delas tém multiplos efeitos, podendo ser fitotoxicas, antimicrobiano, causar
sindromes, além de toxicidade animal (NESIC et al., 2014).

Devido a capacidade de sobrevivéncia por longos periodos no solo pela formacédo de
clamiddsporos, espécies de Fusarium podem contaminar as plantas com micotoxinas através
da colonizacdo dos ramos, folhas, inflorescéncias e frutos, pelos seus conidios disseminados
atraveés da agua de irrigacdo ou de implementos agricolas que contenham propagulos de solo
contaminado (DAVIS et al., 2006). As doencgas nas plantas geralmente incluem pragas de
plantulas e raizes (BAKKER et al., 2016), doencas vasculares (MICHIELSE e REP, 2009),
doencas dos tecidos reprodutivos e sementes em desenvolvimento (KAZAN et al., 2012) e
doencas de armazenamento (GACHANGO et al., 2012).

Dentre os casos de doengas em plantas causadas por Fusarium destaca-se o “Mal do
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Panamd”, ocorrido na década de 1960, onde plantagdes de banana foram totalmente
devastadas na América Central pela acdo do fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
Atualmente esta doenca ainda atinge plantacdes de banana em paises de varios continentes,
inclusive no Brasil (CORDEIRO, 2016). A sintomatologia envolve, em um primeiro estagio, o
amarelamento das folhas infectadas, ocorrendo posterior murcha e ressecamento. Estima-se
que a doenca chega a provocar perdas de 100% nas culturas de alguns tipos de banana, como
a banana macd, por exemplo (CORDEIRO, 2016). A Figura 5 mostra a murcha e
amarelecimento foliar em bananeira contaminada por Fusarium.

Figura 5 - Murcha e amarelecimento foliar em bananeira com mal-do-Panama.

oA mNs 3 i -
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Fonte: Matos (2018)

Outra patologia importante causada por Fusarium é a ferrugem de cereais
responsavel por significativas perdas na agricultura, devido a alta concentracdo de
micotoxinas dos grupos dos tricotecenos, enniatinas e zearalenonas. O acumulo dessas
micotoxinas também causa efeitos adversos na salde humana e na pecudria, através do
consumo de grdos contaminados (MELO, 2014; PESTKA, 2010; PROCTOR et al., 1995; WU
et al., 2014; RICHARD, 2007), e, por esta razdo, sdo rotineiramente monitoradas nos graos
através de técnicas analiticas (KELLY et al., 2015, NATHANAIL et al., 2015; RUBERT et
al., 2012) (Figura 6).
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Figura 6 — Fusariose em fungo de centeio.

Fonte: Junior (2018)

No entanto, espécies de Fusarium também possuem a capacidade genética de
produzir uma grande variedade de metabolitos secundarios estruturalmente diversos, com
funcBes ecoldgicas ou farmacoldgicas importantes, embora ainda pouco investigadas (MA et
al., 2013; HANSEN et al., 2015; BROWN & PROCTOR, 2016; NIEHAUS et al., 2016; KIM
etal., 2017).

A karuquinona A, isolado a partir de uma cepa de F. solani, (TAKEMOTO et al.,
2014), se encontra dentre alguns metabdlitos secundarios bioativos conhecidos. Esse
composto exibiu alta atividade citotdxica quando testado frente a trés células tumorais de
cancro humano e uma linha de células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC),
através de um mecanismo de inducdo de apoptose e geragdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (Figura 7).

Figura 7- Férmula estrutural da karuquinona A.
O OH

(0] OH
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

A fusarubina e 3-O-metil fusarubina apresentaram atividade antimicrobiana de
amplo espectro contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Scherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Candida rugosa. A
eficicia citotoxica destes compostos contra seis linhas celulares de cancro (MCF7, Hela,
DU145, A549, MDA-B231 e B16F10) foi revelada através da inibicdo da viabilidade celular
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com valores de IC50 entre 1 e 15 pM, demonstrando um grande potencial como possiveis
agentes quimioterapicos (KUMAR et al., 2017) (Figura 8).

Figura 8- Férmula estrutural da fusarubina e 3-O-metil fusarubina.

OH O OH O
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Fusarubina 3-0O-metil fusarubina

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Masi e colaboradores (2017) avaliaram o potencial fitotdxico de metabdlitos
secundarios de F. tricinctum frente a Bromus tectorum, um tipo de capim altamente invasivo e
comum no semiarido do oeste da América do Norte, em um bioensaio de plantulas. Neste
experimento, o 4-hidroxibenzaldeido levou a uma reducdo do comprimento de coleodptilos e
radiculas de plantulas de capim de forma significativa, o que sugeriu o0 uso deste composto
como controle bioldgico contra B. tectorum (Figura 9).

Figura 9- Férmula estrutural do 4-hidroxibenzaldeido.

o
HO

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Por outro lado, o sambacide foi obtido a partir da fermentacdo de uma cepa de F.
sambucinum, e mostrou atividade antibacteriana significativa contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (DONG et al., 2016) (Figura 10).

Figura 10- Formula estrutural do sambacide.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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1.2 Fusarium equiseti: Ocorréncia, levantamento bibliografico acerca de seus

metabdlitos secundarios e atividades farmacoldgicas
1.2.1 Ocorréncia

Fusarium equiseti € o fitopatbgeno mais comum em regibes tropicais e
subtropicais, porém ja foi recuperado de cereais em regides temperadas na Russia, Europa e
América do Norte (KHARWAR et al., 2011; RUBELLA et al., 2008; KOSIAK et al., 2003;
BOSCH e MIROCHA, 1992; STACK et al., 1997; TEKAUZ et al., 2005; WING et al., 1993;
XUE et al., 2006) (Figura 11).

Figura 11 — Macronideos de Fusarium equiseti.

Fonte: LPPC-Embrapa (2019).

Este microrganismo possui facil disseminacdo dentro do campo, através do vento
e respingos de agua de chuva ou irrigacdo, sendo capaz de sobreviver em sementes, solo e
restos culturais, e tem sido apontado como agente causal de vérias patologias de plantas

conhecidas como fusarioses.

As fusarioses tém sido relatadas como patologias presentes em sementes, raizes,
tubérculos e frutas de alto valor econdémico, tais como o algoddo (Gossypium hirsutum EU.;
CHIMBEKUJWO, 2000), o caupi (Vigna unguiculata (L.) WAL .; RODRIGUES &
MENEZES 2005), em lentilhas (Lens culinaris, MEDIK, CHAUDHARY & KAUR, 2002),
na beterraba agucareira (Beta vulgaris; STOJSIN et al., 2001), na batata (Solanum tuberosum
EU.; RAI, 1979; THERON & HOLTZ, 1989) e em pinheiros (Pinus spp .; OCAMB &
JUZWIK, 1995).
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1.2.2 Metabdlitos secundérios produzidos por Fusarium equiseti

O levantamento bibliografico acerca dos metabolitos secundarios isolados de F.
equiseti foi realizado utilizando-se a base de dados Scifinder e as palavras-chave “Fusarium
equiseti”, sem a restricdo do periodo.

Nesta pesquisa observou-se um perfil quimico bastante diversificado para as cepas
de F. equiseti investigadas, através do isolamento de diferentes tipos estruturais de
metabolitos secundarios, caracterizados como alcal6ides (5, 15, 16, 18, 24, 25, 35 e 36),
esteroides (1, 26 e 34), ftalatos (14), dicetopiperazinas (3, 5, 12, 15-18, 33, 35 e 36),
antraquinonas (4, 10, 31 e 38), glicosideo (27), derivado de tetra-hidrofurano (20), dipeptideo
ciclico (19), tricotecenos (9, 11 e 23), cromanonas (6-8, 22, 28 e 30), macrolactona (37) e
depsipeptideo (13).

A Tabela 1 mostra as informacdes relativas aos metabolitos secundarios isolados,
os diferentes meios nutricionais e as respectivas referéncias bibliogréaficas. O Quadro 13

mostra as respectivas estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios citados na Tabela 1.

Tabela 1 — Metabolitos secundarios isolados de Fusarium equiseti.

COMPOSTO MEIO DE REFERENCIA
CULTURA
p-sitosterol-3-O-p-glicosideo (1) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016
(+)-2-Acetamida-2,5-di-hidro-5-oxofurano (2) Extrato de milho WHITE, 1967
(2R,3R,5S)-2-(6-Aminopurin-9-il)-5- Czapek-peptona HAWAS et al., 2016

(hidroximetil)oxolan-3-ol (3)

1,8-Di-hidroxi-3-metilantraceno-9,10-diona (4) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016

17-Desmetil-2,11-didesoxi-rizoxina (5) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016




2

N

2,2-Dimetil-5-amino-6-(2°E-ene-4"- Extrato de arroz XIE & MIROCHA, 1995
hidroxibutiril)-4-cromanona (6)

3"-N-Acetil fusariocromanona (8) Extrato de arroz XIE et al., 1991

5-Cloro-3,6-dihidroxi-2-metil-1,4-benzoquinona  Czapek-peptona HAWAS et al., 2016
(10)

Ara-A (12) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016

Bis-2-etil-hexil-ftalato (14) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016

Ciclo (Fenil-Pro-Leu-Pro) (16) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016

Ciclo-(L-Ala-L-Leu) (18) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016

Communiol D (20) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016
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oo

Diacetil-fusariocromanona (22) Extrato de arroz MIROCHA, 1991

WHEELER,
Epi-equisetina (24) BD STIPANOVIC &
PUCKHABER, 1999

Ergos-5,7-dien-3g-ol (26) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016

Formil-fusariocromanona (28) Extrato de arroz MIROCHA, 1991

Fusariocromanona (30) Extrato de malte  MORRISON et al., 2002

Extrato de arroz
Neofusapirona (32) SHIONO et al. 2013

Peroxido de ergosterol (34) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016

Uracila (36) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016
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o-Hidroxiemodina (38) Czapek-peptona HAWAS et al., 2016

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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QUADRO 1 - Estruturas quimicas dos metabolitos secundarios isolados de Fusarium equiseti

de acordo com a Tabela 1.
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QUADRO 1 - Continuagao.
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De acordo com os resultados apresentados, foi possivel a construcdo do Grafico 1,
contendo a distribuicdo percentual das principais classes de compostos identificadas em F.

equiseti.

Gréfico 1 - Classes de metabdlitos secundarios identificados em F. equiseti.

B Alcaloides (19%) B Antraquinonas (8%) B Cromanonas (13%)
m Dicetopiperazinas (27%) m Esteroides (11%) m Ftalatos (3%)
Glicosideo (8%) Macrolactona (8%) Tricotecenos (3%)

8% 3

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

A partir desta analise, pdde-se observar que as dicetopiperazinas e os alcaldides se
apresentam como as classes estruturais de metabolitos secundarios mais frequentes para F.
equiseti.. Do ponto de vista quimico pode-se concluir que essa espécie foi ainda pouco
investigada, j& que somente 38 metabdlitos secundarios foram relatados, geralmente
utilizando os meios nutricionais Czpeck-peptona, extrato de arroz e de malte para o cultivo do

microrganismo.

1.2.3 Atividades farmacolodgicas dos metabdlitos secundarios

Alguns metabolitos secundarios isolados para F. equiseti foram relatados com
atividade antibacteriana e antifungica. A ciclo (L-Pro-L-Val) (15) e a w-hidroxiemodina (38)
foram testadas contra as culturas de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Bacillus

megaterium e Candida albicans. A melhor acdo antimicrobiana foi encontrada para a w-
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hidroxiemodina (38), com zonas de inibicdo de 17 e 19 mm para B. megaterium e C. albicans,
respectivamente (HAWAS et al., 2016). O mesmo grupo constatou que a ciclo (L-Pro-L-Val)
(15) se mostrou altamente eficiente contra Bacillus subtilis, com zona de inibi¢do de 18 mm.

A equisetina (25), um derivado da lactoma N-metil-2,4-pirrolidona, mostrou atividade
contra cepas de bactérias gram-positivas (B. subtilis e S. aureus), porém, tem seu potencial
reduzido frente a bactérias gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa) ou contra o fungo
patogénico C. albicans (RATNAWEERA, SILVA, WILLIAMS e ANDERSEN, 2015;
BURMEISTER et al., 1974;). Além das atividades antibacterianas e fungicidas, a equisetina
(25) demonstrou fitotoxicidade e inibiu a enzima integrase recombinante in vitro, necessaria
para a replicagdo do HIV (SINGH, 1998).

Hawas e colaboradores (2018) avaliaram as propriedades citotdxicas tanto do
extrato bruto de Fusarium equiseti, como para os compostos isolados, 17-desmetil-2,11-
didesoxi-rizoxina  (5), ergos-5,7-dien-3B-ol  (26), B-sitosterol-3-O-B-glicosideo (1),
griseoxantona C (31) e ciclo-(L-Tir-L-Pro) (17), frente as seguintes linhagens de cancer de
figado (HEP-G2), leucemia (CCRF-CEM), cdlon (Colon 38) e pulmonar (H-125). A melhor
atividade citotoxica foi observada contra a linhagem de cancer de figado (HEP-G2), onde o
extrato bruto e a griseoxantona C (31) apresentaram os resultados mais significativos. A 17-
desmetil-2,11-didesoxi-rizoxina (5) e a ciclo-(L-Tir-L-Pro) (17) apresentaram significativa
atividade citotoxica contra células de cancer de célon (Colon 38). Lee e colaboradores (2010)
relataram a atividade citotoxica do crisofanol (4) contra a linhagem de céncer de cdlon
humano (SNU-C5), através do bloqueio da proliferacdo dessa mesma linhagem celular e
inducdo da apoptose. (LEE et al., 2010). Em adicdo, a fusariocromanona (30), conhecida por
causar discondroplasia tibial aviaria (DTA) em aves de corte (LEE et al., 1985), foi testada
contra sete linhagens celulares de cancer (HaCat, SRB12-p9, MCF7, MDA-MB231, SV-
HUC, UM-UC14 e PC3), e os resultados mostraram a sua capacidade de afetar

simultaneamente a sinalizacdo da angiogénese, a transduc¢édo do sinal do cancer e a apoptose.

Por outro lado, a atividade antifibrotica e os mecanismos de acdo do peroxido de
ergosterol (34) em linhagens de rim de rato (NRK-49F) foi investigada (ZHU et al., 2014). Os
resultados revelaram que 34 foi capaz de suprimir a ativagdo de fibroblastos induzida por
TGF-al em NRK-49F, sugerindo 0 seu uso terapéutico na intervencédo e prevencdo da fibrose

renal.
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1.3 Estudos de Metabolomica: Desreplicacdo e Quimiometria

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos pelos fungos através de varios
caminhos biossintéticos e espécies geneticamente distintas, e os estudos relacionados ao
entendimento do genoma microbiano revelam informacGes valiosas sobre os principios da
biossintese destes constituintes quimicos (SPECIAN et al., 2014).

O metabolismo de um organismo Vvivo representa o conjunto de reacfes quimicas
conduzidas por enzimas especificas, visando a obtencdo de nutrientes e a producdo de
metabolitos primarios e secundarios, de acordo com as suas necessidades de sobrevivéncia.
Os metabolitos primarios sdo essenciais nos processos Vvitais, e responsaveis pelas atividades
metabolicas que visam o crescimento celular através da geracdo de energia para as células. O
metabolismo secundério inclui a biossintese de compostos que ndo sdo essenciais ao
crescimento celular, sintetizados na fase final de crescimento ou durante a fase estacionaria, e
utilizada para sobrevivéncia, comunicacdo ou protecdo contra patdgenos no meio externo
(CHASE, 2001).

Baseados no fato de que os microrganismos possuem potencial para produzir um
namero muito maior de metabolitos secundarios em relacdo aos que tém sido isolados, esses
estudos sugerem que a maioria dos genes envolvidos na biossintese destes compostos é
silenciada ou pouco expressada quando o microrganismo € cultivado no laboratério
(CHIANG et al., 2013). A manipulacdo de fatores nutricionais e 0s parametros de
fermentacdo como tempo, temperatura e pH podem levar a uma alteracdo do ambiente em
torno dos fungos, levando-os a adaptar-se para sobreviver nessas novas condic¢des. Estes
fatores alteram completamente a biossintese de seus compostos permitindo a producdo de
diferentes metabdlitos a partir de uma tnica cepa (KUHN E GHANNOUM, 2003).

Desta forma, o estudo quimico de fungos endofiticos apresenta uma grande
vantagem em comparacdo com outras fontes naturais ndo renovaveis, ja que
podem ser cultivadas em grande escala em laboratérios, tornando-se uma fonte ilimitada e
continua de matéria-prima com ilimitado potencial econdmico nas areas de biotecnologia e
bioprospeccéo.

A metabol6mica, definida por NICHOLSON et al (1999), como sendo “a medida
quantitativa da dindmica resposta metabolica dos sistemas vivos aos estimulos
fisiopatolégicos ou modificacdo genética™ ou, segundo YULIANA et al, 2011, como sendo “a
identificacdo quantitativa e qualitativa de todos os metabdlitos presentes em um organismo

simultaneamente, em um determinado momento e sobre determinadas condi¢des”, tém sido
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uma das metodologias mais utilizadas para se obter o perfil metabdlico de células

microbianas.

O processo de isolamento e identificagdo de metabdlitos secundarios a partir de
um extrato bruto é complexo, devido a baixa concentracdo desses constituintes quimicos e ao
tempo demandado pelo uso de técnicas cromatograficas classicas, sendo eficiente muitas
vezes apenas na identificacdo dos compostos majoritarios. No entanto, devido ao grande
avanco tecnoldgico das técnicas analiticas nos Ultimos anos, especialmente a espectrometria
de massas, a identificagdo desses metabdlitos minoritarios diretamente no extrato tém sido
cada vez mais possivel. Para isto, sdo utilizadas técnicas analiticas hifenadas com alta
sensibilidade, permitindo a observacdo das minimas diferencas entre as amostras. (JANSEN
et al., 2005; VILLAS-BOAS et al., 2005)

A cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida (CL) de alta e de ultra-alta
eficiéncia (CLAE e CLUE, respectivamente), se apresentam como técnicas de separagdo
modernas e comumente aplicadas em estudos metabolémicos, por serem adequadamente
compativeis com a grande maioria dos analitos (FUNARI et al., 2013). No entanto, cada uma
dessas técnicas possuem vantagens e desvantagens. A CG, por exemplo, tem como vantagem
as suas colunas com alta capacidade na separacdo de sinais e a ndo utilizacdo de solventes
durante as analises, porém exige compostos volatilizaveis e termoestaveis a
aproximadamente 350 °C. A CLAE e a CLUE sdo instrumentos de facil manuseio, totalmente
automatizados, exibem boa resolucdo, reprodutibilidade e seletividade, mas ainda pode
ocorrer co-eluicdo de um numero significativo de substancias na analise de uma amostra
complexa, devido as limitacdes em capacidade de separacdo de picos e tempo de analise.
Além disso, o impacto causado pelo descarte dos solventes também é apontado como uma
grande desvantagem da CL. (WOLFENDER et al., 2009; TISTAERT et al., 2011; SHI et al.,
2012; ZHONG et al., 2009).

As técnicas espectrométricas, a espectrofotometria no ultravioleta-visivel com
arranjo de diodos (DAD-UV/Vis) e a espectrometria de massas (EM) sdo as mais comumente
acopladas a CLAE e CLUE, por apresentarem alta sensibilidade e boa linearidade e serem
relativamente insensiveis a mudangas no fluxo e temperatura da fase movel. Estas técnicas
sdo bastante confiaveis e faceis de operar, além de proverem informagdes estruturais sobre 0s
constituintes da amostra, caso os detectores com arranjo de diodos forem utilizados para os
analitos que absorvem na regido UV/Visivel. A espectrometria de massas de alta resolucéo
(EMAR) e a ressonancia magnética nuclear (RMN 1D e 2D) sé&o essenciais para se obter um
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“fingerprint” de analitos mais complexos, especialmente para 0s  extratos brutos
(VERPOORTE, CHOI e KIM, 2007; WOLFENDER, 2009).

O uso da RMN vem crescendo nos ultimos anos, por ser uma técnica muito
sensivel na quantificacdo de nucleos organicos ativos. Com a possibilidade de ser usada
acoplada a um equipamento de CL em fluxo continuo para determinagdo dos constituintes
majoritarios, ou por coleta de fragdes em micro colunas de extracdo de fase sélida (SPE)
permitindo a realizacdo de espectros bidimensionais e a detec¢do dos compostos minoritarios.
Além disto, por meio do uso de sequéncias de pulso adequadas, € possivel a detec¢éo in situ
de compostos conhecidos por meio da obtencdo de espectros de RMN de moléculas
individuais em mistura sem haver a necessidade de separacdo. No entanto, além dos
problemas inerentes a técnica, em especial aqueles dos is6topos menos abundantes como o
13C, ha também a sobreposicdo dos sinais em espectros de alta complexidade que dificultam
as analises, sendo necesséria a incorporacao de experimentos bidimensionais para vencer esse
obstaculo (VERPOORTE, CHOI e KIM, 2007).

Atualmente, a combinacdo de CLUE acoplada a EMAR com ionizacdo por
eletrospray e analisador por tempo de véo (IES-ToF) e/ou a espectrometria de massas tandem
(EM") é a abordagem que fornece a melhor relacdo custo-beneficio por ser uma técnica
extremamente sensivel, demandando quantidades minimas de amostra, menor tempo de
andlise e custo instrumental, proporcionando um arsenal de informacdes valiosas quanto a
estrutura dos metabdlitos de interesse (FUNARI et al., 2013; WOLFENDER, 2009).

Dentro deste contexto, a metodologia denominada desreplicacdo (do inglés
dereplication, “ndo replicar”) foi introduzida no inicio da década de 90, com o objetivo de
otimizar o tempo e o custo das analises, e definida como uma etapa crucial no processo de
triagem de extratos, a fim de evitar o re-isolamento de substancias ja conhecidas, através de
uma analise qualitativa em misturas complexas (NG et al., 2009).

Segundo Gaudencio e Pereira (2015), a desreplicacdo é um assunto atual e de
grande interesse na comunidade cientifica, e a sua importancia na descoberta de novas
moléculas protétipos de drogas pode ser revelada através do expressivo crescimento do
namero de publica¢bes no periodo de 1993 até 2014. O desenvolvimento de processos da
desreplicacdo multidisciplinar certamente resultardo em um aumento expressivo no nimero
de produtos naturais (ou derivado diretamente deles) e de drogas aprovadas em um iminente

futuro. O grafico 2 mostra o nimero de publicagdes sobre desreplica¢do nos ultimos anos.
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Gréfico 2 - Numero de publica¢des sobre desreplicagdo nos ultimos anos.
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Fonte: Gaudencio e Pereira (2015, com adaptacdes).

Diante do panorama de grande avanco tecnolégico na area instrumental,
comumente introduzidos nas andlises de rotina em laboratérios de pesquisa, uma grande
guantidade de dados € gerada, sendo necessario a sua analise e interpretacdo corretas. Desta
forma, a quimiometria surgiu de uma busca por ferramentas matematicas e estatisticas para
transformar um conjunto de dados brutos em informagdo (GRANATO et al., 2018).

A partir do pré-tratamento dos dados, sejam aqueles obtidos por técnicas de
separacao e/ou espectroscopicas, técnicas quimiométricas capazes de selecionar informacées
relevantes sdo utilizadas para diferentes propdsitos. As comparacGes de amostras para efeito
de acesso de identidade podem ser feitas por meio de coeficientes de correlacdo ou
calculando-se o grau de similaridade entre uma amostra e aquela de referéncia (VANDER,
2008). Em estudos taxondmicos e de quimiossistematica, ou para correlacionar um perfil
metabdlico a uma determinada atividade biol6gica, a aplicacdo de técnicas quimiométricas de
analise multivariada é recomendada, pois permitem a classificagdo ou a formacgdo de
conglomerados de dados, por meio da analise de componentes principais (PCA) ou de analise
hierarquica de agrupamentos (HCA), minimos quadrados parciais (PLS), analises
discriminantes, analises de correlacdes, etc (GRANATO et al., 2018; VANDER, 2008;
FUNARI et al., 2013; VERPOORTE, CHOI e KIM, 2007).

Assim, a fim de melhorar e facilitar as analises, a quimiometria vem sendo
utilizada como uma importante ferramenta para a organizagdo e interpretacdo
dos resultados obtidos. As informagdes relevantes dentro de um conjunto de

dados sdo separadas e a sua visualizacdo se torna mais facil, sendo possivel
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descobrir e interpretar as diferencas existentes entre as variaveis e examinar as
relagdes que podem existir entre as amostras.

A Figura 12 abaixo demonstra a analise metabolémica de diferentes extratos de
um microrganismo aplicando todas as etapas da técnica da desreplicacdo na obtencdo de
novas moléculas.

Figura 12 — Fluxograma de trabalho envolvido na analise metabolémica.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019)
Desta forma, 0 conjunto destas abordagens modernas

permitem a selecdo de extratos de microrganismos potencialmente promissores,
gue podem ser utilizados em estudos adicionais de validacdo de atividade e de
isolamento  dirigido para as substancias ativas, ou para obtencdo de novos
metabdlitos secundarios, agilizando, desta forma, 0 processo de
desenvolvimento de novos produtos de interesse.

Dentro deste contexto, o fungo endofitico F. equisetii foi selecionado para a
investigacdo do perfil quimico e avaliacdo da atividade fungicida dos diferentes extratos
obtidos com variacBes nos meios nutricionais e tempo de cultivo, através de uma analise

metabolémica, utilizando espectrometria de massas e quimiometria.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo metaboldomico de Fusarium equiseti utilizando variagdo do meio
nutricional e tempo de cultivo, através da desreplicacdo dos diferentes extratos utilizando
UPLC-QTOF-MSF, avaliacdo da atividade fungicida frente & cepa do fungo Colletotrichum
musae, e determinacdo dos biomarcadores responsaveis pela atividade bioldgica através de

analise quimiomeétrica.

2.2 Objetivos especificos

o Realizar o cultivo de Fusarium equiseti nos diferentes meios nutricionais: BD (batata-
dextrose), BDL (batata-dextrose-levedura), MPD (malte-peptona-dextrose) e MnTPL
(Manitol-Peptona-Levedura), e em diferentes tempos de cultivo (periodos de 7, 14, 21, 28 e
35 dias)

o Avaliar as diferencas entre os perfis metabolicos dos diferentes extratos de Fusarium
equiseti a partir da técnica UPLC-QTOF-MSE,
o Caracterizar tentativamente os metabdlitos secundarios dos diferentes extratos

utilizando o banco de dados PubChem, ChemSpider, KNApSAck e pesquisa bibliogréfica.

o Avaliar a atividade fungicida dos extratos obtidos frente a cepa do fungo C. musae.

o Reunir os dados espectrométricos através da analise quimiométrica utilizando
ferramenta matematica PCA, OPL-DA, S-Plot e VIP.

o Correlacionar os dados de quimiometria e atividade fungicida visando a identificacdo

dos metabdlitos secundarios ativos.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 Identificagdo molecular de Fusarium equiseti

O fungo F. equiseti foi isolado a partir do fruto do meldo, onde mantinha uma
relagdo parasitaria. A coleta do microrganismo foi realizada no comércio local na cidade de
Fortaleza-CE, em 2014, e a cepa do fungo foi cedida pela EMBRAPA-Agroindustria Tropical-
CE. O microrganismo encontrava-se inoculado em meio semi-sélido BDA em placa de petri
(Figura 13).

Figura 13 — Fusarium equiseti inoculado em meio BDA em placa de Petri

E

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

A identificacdo molecular da cepa foi realizada por andlise filogenética de
sequencias de DNA dos genes fator de elongagdo 1 alfa (EF-1a) e RNA polimerase II (RPB2).
O DNA do isolado foi extraido de acordo com Murray e Thompson (1980) e fragmentos do
gene EF-la foram amplificados e sequenciados, utilizando-se os primers Ef-1 (forward; 5°-
ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) e Ef-2 (reverse;5’-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-
3’) (O’DONNELL et al., 1998) . Ja os fragmentos do gene RPB2 foram amplificados e
sequenciados, utilizando-se os primers 5F2 (forward; 5-GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-
3") e 7cR (reverse; 5-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3") (O’DONNELL et al., 2010).

As sequéncias dos isolados foram conftrontadas com os dados do GenBank, NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando BLAST e alinhamentos maltiplos foram gerados
para o complexo de espécies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) com as sequencias
obtidas nas buscas, juntamente com as obtidas no presente estudo. A cepa deste
microorganismo encontra-se preservada no Laboratorio de Patologia Po6s-Colheita da
Embrapa, sob o codigo LPPC-072
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3.2 Cultivo, Preservacgéo e Repicagem

F. equiseti foi preservado segundo o método Castellani (CASTELLANI, 1963),
em agua estéril e a temperatura ambiente, e inicialmente cultivado em meio semi-sélido BDA
vertido em placa de petri por um periodo de 5 dias. Foram retirados discos contendo o fungo
crescido em meio BDA de aproximadamente 5 mm de didmetro, com o auxilio de canudos
previamente esterilizados. Os discos foram colocados no interior de tubos criogénicos de 5
mL, contendo 4 mL de agua destilada estéril e lacrados com tampa e fita parafilme, para
impedir a entrada de agentes contaminantes e a evaporagdo da agua. Os tubos contendo o
material fangico foram armazenados sob temperatura ambiente no laboratério de Micologia
da UFC.

A repicagem do fungo foi efetuada quinzenalmente com a transferéncia do
microrganismo para tubos de ensaio e placas de petri contendo meio BDA. Os processos de
repicagem foram efetuados em camara de fluxo laminar Labconco®, e todo material
necessario aos processos foram submetidos a esterilizacdo em autoclave vertical da marca

Phoenix® AV75, & 121°C e 1 atm de pressdo durante 15 minutos.
3.3 Producéo dos metabolitos secundérios de Fusarium equiseti

3.3.1 Estudo de otimizagdo do crescimento do fungo em diferentes intervalos de tempo do
cultivo

Um estudo prévio em pequena escala foi realizado para o cultivo do fungo em
quatro meios de cultura liquidos diferentes: batata-dextrose (BD), batata-dextrose-extrato de
levedura (BDL), malte-peptona-dextrose (MPD) e manitol-peptona-levedura (MnTPL). Os
meios foram solubilizados em &gua destilada e preparados conforme as propor¢des dos
nutrientes previamente estipuladas (Tabela 2). Os componentes de cada meio de cultura foram
dissolvidos em 3,0 L de &gua destilada, o qual foi distribuido em porc6es iguais de 200 mL
em 15 erlenmeyers de 500 mL. Os erlenmeyers foram lacrados com tampdes de algodao
hidrofobo e submetidos ao processo de autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Apds este
tempo, os erlenmeyers foram retirados da autoclave para o resfriamento, seguido pela

inoculacéo de F. equiseti.
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Tabela 2 — Meios de cultura utilizados e suas respectivas composicoes

Meio de Cultura Composigao
BD Batata-Dextrose 24g/L
BDL Batata-Dextrose 24g/L; Extrato de
Levedura 2,5g/L
MPD Extrato de malte 20g/L; Peptona 2g/L;
Dextrose 20g/L
MnTPL Manitol 4g/L; Peptona 2g/L; Extrato de
Levedura 2g/L

Fonte: Elaborada pelo autor (2019)

O processo de inoculacdo foi realizado no laboratério de Micologia da UFC em
camara de fluxo laminar Labconco®, cuja assepsia foi realizada previamente com alcool 70%.
Ao fungo que se encontrava crescido por 7 dias em tubos de ensaio contendo meio semi-
solido inclinado BDA (batata-dextrose-agar), foi adicionado agua destilada estéril para o
desprendimento dos esporos. Foram preparados 85 mL de suspensdo de esporos, que foi
filtrada em filtros estéreis com membrana de nylon (100 pm, Falcon), e a absorbancia da
solucgéo foi medida em espectrofotdmetro obtendo-se um valor de 0,44. Em seguida, 2 mL da
solucgéo de esporos foi adicionada a cada erlenmeyer contendo o respectivo meio de cultura.
Para cada meio, foram preparados 3 erlenmeyers, dos quais um deles ndo foi inoculado, para
servir como controle.

A partir deste procedimento foi possivel verificar que o fungo apresentou um
crescimento diferenciado nos diferentes meios nutricionais. Nos meios BD, BDL e MPD
houve a formacdo de uma grande quantidade de massa micelial com tom amarelo-branco,
onde o microrganismo se desenvolveu com crescimento rapido na superficie central ou
intermediaria. No entanto, no meio de cultura MnTPL o crescimento micelial se apresentou
mais difuso e lento, com pouca massa micelial em relagdo aos demais meios (branco) do
experimento.

O experimento foi realizado em um periodo total de 35 dias e em duplicata para
prevencdo de perdas oriundas de possiveis contaminacgdes. A cada intervalo de 7 dias, foram
retirados 3 erlenmeyers de cada meio de cultivo (dois erlenmeyers contendo o fungo

inoculado e um contendo apenas o meio de cultura, branco).
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Os micélios foram separados dos meios de cultivo através de filtragdo a vacuo e o
meio liquido foi submetido a particdo liquido-liquido com acetato de etila (AcOEt) na
proporcao 3:1 (3x). O solvente da fase organica foi evaporado em rotaevaporador sob pressao
reduzida para a obtencéo dos respectivos extratos (Figura 14).

Figura 14 - Esquema de obtencgdo dos extratos para anélise por CL-EM.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

3.4 Métodos Cromatograficos e Espectrométricos

3.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para analises das amostras por CCD foram utilizadas placas de aluminio cobertas
com silica gel 60 F254 — Merk (espessura 0,2 mm). As placas foram submetidas a luz
ultravioleta (lampada da marca spectroline® modelo CM-10) e a analise foi feita em dois
comprimentos de onda, 254 e 365 nm. Apos a analise em lampada UV, as placas foram
imersas em solugéo de vanilina (utilizado como revelador) e submetidas ao aquecimento em
chapa elétrica CIENTEC até a completa revelacdo. Para as referidas analises foram utilizados
solventes grau P.A. das marcas Synth® e Vetec®. Os solventes utilizados como eluentes foram

diclorometano, acetato de etila, metanol e hexano, combinados em misturas em proporcdes
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adequadas as andlises ou utilizados individualmente.

3.4.2 Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
realizadas em equipamento constituido por um sistema de bomba ternaria de alta presséo
SHIMADZU LC-20AT, detector UV-Visivel com arranjo de diodo SHIMADZU SPD-M20A e
um forno termostatico para acomodacéo da coluna.

A coluna de fase reversa utilizada nas anélises por CLAE era constituida de silica
C-18 (Phenomenex). Para isso, utilizou-se uma coluna analitica (250 mm x 4,6 mm x 5 pum).
As anélises foram feitas com as amostras dissolvidas com os solventes usados na fase movel,
e filtradas num sistema manual de membrana de teflon com poros de 0,22 pum (Phenomenex).
Os solventes usados na fase movel foram previamente filtrados e pertencentes as marcas
Tedia e Panreac, todos grau HPLC, enquanto que a agua foi obtida de um equipamento de

purificacdo e ultrapurificacdo Milli-Q.

3.4.3 Condicdes das analises realizada em UPLC-QTOF-MS-MS

A analise dos extratos foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters),
acoplado a um sistema de Quadrupolo/Tempo de Voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA. As analises cromatograficas foram
realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milimetros, 1,7um),
temperatura fixa de 40 °C, fases méveis agua com 0,1% de é&cido formico (A) e acetonitrila
com 0,1% de acido férmico (B), gradiente variando 0-15 min (2-95%) de B; (15,1-17) min
(100%) de B; (17,1-19,1) min (2%) de B, fluxo de 0,4 mL / min e volume de injecédo de 5 pl.
O modo ESI+ foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a 120 C,
temperatura de dessolvatacdo 350 °C, fluxo do géas dessolvatacdo de 350 L / h, cone de
extracdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. Em baixo scan, a tensdo de cone foi 35V,
energia de coliséo de 5 eV (trap). Em alto scan, a tens@o do cone foi de 35 V, com uma
variacdo de energia de colisdo de 20-40 eV (trap). Leucina encefalina foi utilizada como lock
mass. O modo de aquisi¢do foi MSE. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx

4.1 (Waters Corporation).
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3.5 Preparo das amostras para anélise em UPLC

Foram dissolvidos 1,0 mg de cada um dos extratos a serem analisados em 1,0 mL
de metanol grau CLAE. Apo6s a solubilizacdo, a solucdo foi transferida para uma seringa
acoplada ao filtro PTFE 0,22 um. A aliquota filtrada foi recolhida em vials e encaminhada
para analise em UPLC-QTOF-MSE.

3.6 Identificacdo Molecular

Os dados gerados pelas analises em UPLC-QTOF-EMF foram processados
utilizando o software MassLynx versdo 4.1. A comparacdo de todos 0s picos no
cromatograma de massas foi feita baseando-se numa tolerancia de +0,05 Da para a massa
exata. Todas as possiveis formulas moleculares foram extraidas (elementos C, H, O, N, S e
tolerancia de 10 ppm a nivel de familia e 15 ppm para os compostos ja relatados para o género
Fusarium) usando a ferramenta Elemental Composition do MassLynx. A formula molecular
extraida foi corrigida retirando-se um hidrogénio (em modo positivo) para posterior pesquisa
na literatura.

O erro em ppm ¢ calculado pela Equacdo (1) que leva em consideracdo a
massa observada no espectrometro de massas e a massa calculada pela ferramenta

composicdo elementar do software MassLynx.

(Massa observada — Massa calculada)

% 108
(Massa observada) )

Erro (ppm) =

3.7 Metodologia de avaliacédo do potencial de atividade antimicrobiana in vitro

Apo6s a obtengdo dos extratos oriundos do cultivo de F. equiseti em diferentes
meios nutricionais (BD, BDL, MPD e MnTPL), conforme descrito na secdo 3.3.1, foram
realizados testes de atividade fungicida utilizando estes extratos contra o fitopatdgeno
Colletotrichum musae.

Os experimentos de atividade antifingica das amostras foram realizados nos
Laboratorios de Fitopatologia e de Patologia de P6s-Colheita, ambos pertencentes a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Agroindustria Tropical - CNPAT), sob
supervisdo do pesquisador Dr. Cléberson de Freitas.

A sensibilidade de Colletotrichum musae frente aos diferentes extratos foi
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avaliada segundo a metodologia de difusdao em &gar, com modificacGes (BAUER et al., 1959).
Os ensaios foram realizados incorporando-se as solugdes dos extratos brutos ao meio de
cultura, de modo que o método utilizado se mostrou rapido, sensivel e barato.

O experimento foi organizado utilizando como controle positivo o fungicida
comercial Tecto® (Tiabendazol) 0,1%. Como controle negativo, o fungo Colletotrichum
musae foi cultivado em meio BDA, e placas contendo o fungo e o solvente DMSO
(dimetilsulféxido, 1 pL mL™ de meio). Para os testes, foram utilizadas placas contendo o
fungo C. musae no meio de crescimento BDA que continha uma solucdo dos extratos de F.
equiseti (BD, BDL, MPD e MnTPL) e os respectivos brancos nos meios BDA. Este mesmo
procedimento foi adotado para os testes com os extratos de F. equiseti nos periodos de 7, 14,
21, 28 e 35 dias.

Um erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio de cultura BDA foi
autoclavado para cada extrato a ser testado. Cada extrato foi solubilizado em DMSO
(dimetilsulfoxido) puro estéril nas concentracdes estoque de 2 mg.mL™, e foram testados nas
concentracdes Unicas de 2 pg mL ™ (para todos 0s extratos).

Uma aliquota de 150 pL de cada extrato foi retirada e inserida em seus respectivos
erlenmeyers, contendo meio BDA previamente esterilizado em autoclave. Apds a
homogeneizacdo, 0 meio contendo o respectivo extrato foi vertido em placas de petri estéreis,
em triplicata.

Apbs a solidificacdo do meio de cultura, discos de 5 mm de diametro foram
retirados do meio de cultura contendo o fungo (C. musae) com o auxilio de uma alca de
platina e colocados no centro das placas de Petri contendo os extratos. As placas foram
colocadas em cdmara de crescimento, a 25 + 1°C, com fotoperiodo de 12 horas.

A avaliacdo do experimento teve inicio 24 h apo6s a inoculacdo de C. musae,
medindo-se com o auxilio de um paquimetro digital o crescimento micelial em cada intervalo
de 24 h, durante o periodo de 5 dias.

Os dados obtidos foram organizados em planilhas do Excel para a construcéo de
graficos que possibilitassem verificar o percentual de inibicdo do crescimento do
microrganismo testado frente aos extratos utilizados.

A porcentagem de inibicdo foi calculada de acordo a Equacdo 2, desenvolvida por
(SIVAN, ELAD e CHET 1984):

% De inibigdo = [1-(F / C)] x 100 2

Onde:

F = didametro (mm) do halo de crescimento fungico da amostra teste.
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C = didametro (mm) do halo do crescimento fungico do controle negativo.

3.8 Andlise quimiométrica

Visando identificar o potencial discriminatério dos compostos tentativamente
identificados nos extratos de F. equiseti (BD, BDL, MPD e MnTPL), obtidos por meio do
CLUE-qTOF-EM, todos os dados foram processados pelo software MarkerLynx (SOUSA et
al., 2017). A partir dos dados obtidos foi concebida a anélise multivariada, a PCA (Anélise de
Componentes Principais) e a OPLS-DA (Anélise Discriminante de Minimos Quadrados
Parciais Ortogonais). A analise multivariada foi realizada nas seguintes condicfes: tempo de
retencdo 0,0 a 16,5 min, variagdo de massas de 110 a 1200 Da, tolerancia de massas 0,05 Da,
e eliminacéo de ruidos ao nivel de 5.

Para analise dos dados, foi gerada uma lista das intensidades dos picos detectados
usando o par tempo de retencdo (t;) e dados de massa (m/z) como identificador de cada pico.
Uma identificacdo arbitraria foi atribuida a cada um desses pares tr-m/z com base em sua
ordem de elui¢do do sistema CLUE-qTOF-EM. As intensidades dos ions para cada pico
foram normalizadas contra a soma das intensidades do pico usando o MarkerLynx. Os ions de
amostras diferentes foram considerados idénticos quando combinavam os seus valores de t; e
m/z. (SOUSA et al., 2017).

O conjunto de dados foi centrado na média e 0 método de escala Pareto foi usado
para gerar o grafico PCA. Os dados que compdem o nimero de pico (par tr-m/z), 0 nome da
amostra e a intensidade do ion foram analisados por analise de componentes principais
(PCA), e analise discriminante de minimos quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA) usando
o software MarkerLynx (VAN DEN BERG et al., 2006; NI et al., 2008; SOUSA et al., 2017).
A centralizacdo média calcula o espectro médio do conjunto de dados e subtrai a média de
cada espectro, visando focar a parte flutuante dos dados em vez do valor original. A escala de
Pareto mede cada variavel pela raiz quadrada de seu desvio padrdo, amplificando a
contribuicdo de metabolitos de menor concentracdo (BERG et al., 2006; NI et al., 2008).

Com o proposito de identificar os possiveis biomarcadores foram utilizadas outras
ferramentas estatisticas, o VIP e S-Plot que foram obtidos a partir das analises de OPLS-DA
para todas as amostras. A variavel de importancia na projecdo (VIP) € uma forma de
classificar a melhor faixa em que estdo inseridos os metabolitos discriminantes, e é

considerada estatisticamente significante quando o valor é superior a 1,0 (MAO et al., 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Estudos dos metabdlitos secundarios de Fusarium equiseti
A partir da anélise preliminar por CCD e CLAE dos extratos obtidos (BD, BDL,
MPD e MNTPL) em diferentes periodos de cultivo (7, 14, 21, e 28 dias) pdde-se observar que
os extratos de F. equiseti produzidos no periodo de 14 dias, revelaram a produgdo de um
maior nimero de metabdlitos secundarios, para todos os meios nutricionais, de acordo com 0s

cromatogramas ilustrados na figura 15.

Figura 15 — Cromatogramas dos extratos de Fusarium equiseti com 14 dias de cultivo nos
meios BD, BDL, MPD e MnTPL.

EDZ (2)_1

MNTRL

a1 =

Fonte: Elaborada pelo autor (2019)
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Desta forma, estes extratos referentes aos 4 meios de culturas neste periodo (14
dias) foram selecionados para teste de atividade fungicida contra C. musae.

A identificacdo dos metabolitos dos respectivos extratos baseou-se em medicao de
massa exata, formula molecular, fragmentacdo MS/MS e comparagdo com dados de MS
disponiveis na literatura, através de consulta realizada nas bases de dados (KNApSAcK,
PubChem e ChemSpider), além de andlise em artigos relacionados aos metabolitos
secundarios isolados do género Fusarium. Foram considerados ndo somente 0s picos com alta
intensidade nas amostras, mas também aqueles picos com baixa intensidade.

Na tabela 3, sdo exibidos os metabdlitos secundérios tentativamente identificados
e os ndo identificados, assim como seus fons protonados [M+H]" e ions fragmentos, o erro em

partes por milhdo (ppm) e sua possivel formula molecular.
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Tabela 3 - Identificacdo de metabdlitos secundarios de Fusarium equiseti nos meios BD, BDL, MPD e MNTPL — 14 dias.

Tr [M+H]+  [M+H]+ Fragmentos Formula Erro Tentativa de
Observado Calculado de ions molecular (ppm) identificacdo BD BDL MPD MNTPL  Referéncias
(MS/MS)
1,976  155,0887  155,0821 99,0914, C/HiuN,O, 9,0 Ciclo-L- + TRIGOS,
84,0343; REYNAS E
81,9731 CERVANTES,

1995

prolilglicina (19)

2,952 158,0615  158,0606 130,0637; CioH7NO 57 o +
70,0649;
3,035 261,1267 136,0730; Ci6HisNO, 10,7 Maculosina + + + CHENe

107,0500; (39) MURAKAMI,
91,0542; 1971

3474 1210665 1219653  103,0550: CsHsO 9,9  Fenil acetaldeido DONG et al.,
91,0518; (40) 2015
77,0385:

3814 173,0683 173,0675 1550600, CsHgNsO; 4.6 +
130,0637;

5653 2711453 2711465  243,1519; CisHpO,Cl
173,0704;
161,06809;
55,0534;

6,839  182,0931  182,0930 180,0778;  CgHuNyO, 0.5 +
167,0692;
165,0671;

7412 398,3400 398,3423  184,0733; CyHiNO 58 4
113,9645;

+

4,4 +
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7,419 389,2721 389,2692 371,2603; Co4H37,04 10,0 . +
353,2497,;
335,2349;

8,129  421,2834 421,2885 369,2567; CosHiOs  -12,1 Fusarielina B + KOBAYASHI et
322,2173; (41) al., 1995

8,201 607,3831 607,3846 629,3731; C3sH5409 -2,5 Fusapirona + + + ALTOMARE et
589,3749; (42) al., 2000.
391,3332;

8,416  450,3245  450,3219 432,3104;,  CxHiNOs 5,8 Acido + OHASHI et al.,
414,3004, Glicodeoxicolico 2007

(43)

8,668 235,1680 235,1698 184,0753; C15H2,0, -1,7 Capsenona + STOESSL et al.,
149,0311; (44) 1973
72,9353;

0266 3542110 3542128 CisHzNOg  -5,1 o +

0,719 3622327  362,2321 344,2209;  CyHuNO, -1,1 Criptocina + Ll et al., 2000
271,1678; (45)
243,1683;
203,1840;

9,872 406,2232 406,2230 316,1931; C22H31NOg 0,5 L +
156,0652;

10,56  299,2604  299,2586  279,1012; CigHaO3 6,0  Acido (-)-cis-9,10- + GENG, HARNLY
243,1823; epoxi estedrico E CHEN, 2015

(46)

12,780  374,2378 374,2321 346,2684,; CxpH3NOs 12,6 Equisetina + BURMEISTER

170,0732; (25)

etal., 1974

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).



52

4.1.1 Andlise dos metabdlitos de Fusarium equiseti em meio BD 14 dias

A partir da obtencdo dos cromatogramas, foi realizada a analise de todos os sinais,
onde foi possivel a tentativa de identificacdo de alguns metabolitos, de acordo com os
respectivos padrdes de fragmentacdo nos espectros de massas de cada sinal.

Para o extrato F. equiseti BD 14 dias foi obtido o cromatograma abaixo:

Figura 16 — Cromatograma do extrato de Fusarium equiseti em meio BD 14 dias.

BD2{2)_1
UPLCQToF_5113
100

(40)

247
0z, oo 298
’ h 578
PR, Uy A A, Iy _J-.
0 T T T T T T
2.00 4.00 8.00

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

T T T T T T T T T T T
2.00 10.00 12.00 14.00 18.00 18.00

No sinal com t, = 3,474 min foi observado um fon com m/z 121,0665 [M+H]"
referente a formula molecular CgHgO e erro de 9,9 ppm. No espectro de massas de MS/MS o
ion m/z 103,0559 corresponde a saida do fragmento H,O [M+H-18], m/z 77,0385 [M+H-H,0-
C,H] e m/z 91,0518 [M+H — C,Hg], que esta de acordo com o padrdo de fragmentacdo para o
fenilacetaldeido (40), um composto ja relatado para Fusarium poae (DONG et al., 2015). As
rotas de fragmentacdo e o espectro de massas desse composto estdo apresentados nas figuras

17 e 18, respectivamente.
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Figura 17 — Fragmentacgdo do fenilacetaldeido.
®
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
Figura 18 - Espectro MS? do fenilacetaldeido.

BD2 (2) 2 T
UPLC-OTaF_5114 383 (3.462) . OH _ 2TOF MSES+
1004 H/ \:T/ ~ - « 1210863 153
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51 05e8 520238
122.088
! 268
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| . EE83 ' m TDSEA 78,0347 ! T I T N a0egz
510128 57.9192 €2.0208 <=7 - 89.9421 25 ( 112.9881 118.0482
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

No sinal com t, = 8,20 min foi observado um jon com m/z 607,3824 [M+H]"
referente a formula molecular C34Hs409 € erro de 2,8 ppm. No espectro de massas de MS/MS
0 ion m/z 589,3740 corresponde a saida do fragmento H,O [M+H-18], m/z 629,3624
[M+Na]", que justifica a estrutura da fusapirona (42). Esse mesmo metabdlito foi identificado
nos extratos dos meios de cultura BDL e MPD. Esse composto ja foi relatado para a espécie
Fusarium semitectum (ALTOMARE et al., 2000). O espectro de massas desse composto esta

apresentado na figura 19.



Figura 19 - Espectro MS? da fusapirona.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

No sinal com t, = 8,668 min foi observado um fon com m/z 236,168 [M+H]"

referente a formula molecular C1,H,,0; e erro de -7,7 ppm. No espectro de massas de MS/MS

0 ion m/z 218,9874 corresponde a saida do fragmento H,O [M+H-18]; Assim como 0s ions

m/z 93,0693 e m/z 72,9353, que correspondem aos dados encontrados na literatura para a

estrutura da capsenona (44), um composto ja identificado em Fusarium oxysporum

(ALTOMARE et al., 2000).
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4.1.2 Andlise dos metabdlitos de Fusarium equiseti em meio BDL 14 dias
Para o extrato F. equiseti BDL 14 dias foi obtido o seguinte cromatograma:

Figura 20 — Cromatograma do extrato de Fusarium equiseti em meio BDL 14 dias.

BDL (5) 2
UPLCQToF_5120 1: TOF MSES+

1007 571ed

(39) (41) (45) (46)

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
O sinal com tempo de retencdo em 8,12 min, apresentou o ion com m/z 421,2834

[M+H]", relativo & formula molecular C5H400s com erro de -12,1 ppm e no espectro de
massas de MS/MS o ion com m/z 369,2567, e m/z 322,2182, que de acordo com a literatura
indica a presenca de fusarielina B (41), um composto ja relatado para Fusarium sambucinum
(KOBAYASHI et al., 1995). O espectro de massas desse composto esta apresentado na figura
21.

Figura 21 - Espectro MS? do fusarielina B.

BDL (5)_2
UPLC-QToF_5120 900 (8.106) 2 TOF MS ES+
100+ 3222093 50.7
209 1268
[M+H]*
= 86.0927
| 1611314
930693 133.0867 421 2805
670518 1070862 ‘
!
| 323.2061 393 2615
109.0946 | | 20 ‘1420
1640754 |2010598 | | ‘ | ,
; 2941928 394 2983
| | 271139 336 2729 368 2061
2131368 | 262 1690 1:307.2029
O~ m/z
50 30 100 120 140 180 180 200 | 220 = 240 260 = 280 | 200 320 = 340 | 2360 380 400 420

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
O sinal com tempo de retencdo em 9,719 min, apresentou 0 ion com m/z 362,2365

[M+H]", relativo & formula molecular C,;H3;NO4 com erro de -1,1 ppm e no espectro de
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massas de MS/MS o ion com m/z 344,2220 [M+H-H,0]", e m/z 271,1706, que de acordo com
a literatura indica a presenca de criptocina (45), um composto este que esta sendo relatado
pela primeira vez para o género Fusarium (LI et al., 2000).

O sinal com tempo de retencdo em 10,56 min, apresentou 0 ion com m/z 299,2604
[M+H]", relativo a formula molecular C1gHz403 com erro de 6,0 ppm e no espectro de massas
de MS/MS os ions com m/z 279,1012 e m/z 243,1823, indicando a presenca do acido (-)-cis-
9,10-epoxiestearico (46). Este composto ja foi relatado para F. oxysporum (GENG, HARNLY
e CHEN, 2015).

O composto com tempo de retengdo em 12,78 min apresentou o ion com m/z
374,2365, correspondente a formula molecular C»,H3:NO4, com erro de 12,6 ppm. Com base
nos dados do experimento de MS/MS, foram encontrados os ions com m/z 170,0446 m/z
152,0492. Estes dados corroboram com o padrdo de fragmentacdo da equisetina (25), ja
isolada de Fusarium equiseti (TUROS et al., 1989). As rotas de fragmentacédo e o espectro de
massas desse composto estdo apresentados nas figuras 22 e 23, respectivamente.

Figura 22 - Fragmentacdo da equisetina.
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m/z 374,2318 [M+H]"

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 23 - Espectro MS? da equisetina.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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com o tempo de retengdo em 3,03 min, apresentou o ion a m/z 261,1267

com férmula molecular C14H16N2O3 e erro de 10,7 ppm. A fragmentacdo desse ion no

experimento de MS/MS mostrou os ions de m/z 136, 0730, referente a perda do fragmento
[M+H - C¢H7NO,]", m/z 107,0500 [M+H - CgH;NO, — CH,NH]® e m/z 91,0542 [M+H -

C¢H;NO; — CH,NH - H,0]", que estd de acordo com o padrdo de fragmentagdo para

maculosina (39). A maculosina foi isolada anteriormente do fungo Penicillium canescens
Sopp (ZAHER et al., 2015) e de Fusarium nivale (CHEN E MURAKAMI, 1971). Esse
mesmo composto também foi observado nos meios de cultura MnTPL e MPD. As rotas de

fragmentacéo e o0 espectro de massas desse composto estdo apresentados nas figuras 24 e 25,

respectivamente.

O
OF3
ST

O

m/z 261,1267 [M+H]*

Figura 24 — Fragmentacdo da maculosina.
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m/z 136. 0730

-H,0

e
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m/z 107,0500

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 25 - Espectro MS? da maculosina.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
4.1.3 Andlise dos metabolitos de Fusarium equiseti em meio MPD 14 dias

Para o extrato F. equiseti obtido no meio MPD 14 dias foi obtido o cromatograma

abaixo:

Figura 26 — Cromatograma do extrato de Fusarium equiseti em meio MPD 14 dias.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

O composto com tempo de retencdo em 8,403 min apresentou 0 ion com m/z

450,3332 correspondente a formula molecular C,6H43NOs com erro de 5,8 ppm. Com base
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nos dados do experimento de MS/MS, foram encontrados os ions com m/z 432,3156,
correspondente a saida do fragmento H,O [M+H-18] e m/z 414,3043. Estes dados combinam
com o padrdo de fragmentacdo do é&cido glicodeoxicolico (43), ja isolado de fungos
pertencentes ao género Penicillium, sendo esse o primeiro relato para Fusarium (OHASHI et
al., 2007). O espectro de massas desse composto esta apresentado na figura 27.

Figura 27 - Espectro MS? do écido glicodeoxicolico.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

4.1.4 Analise dos metabolitos de Fusarium equiseti em meio MnTPL 14 dias

Para o extrato F. equiseti MnTPL 14 dias, foi obtido o seguinte cromatograma:

Figura 28 — Cromatograma do extrato de Fusarium equiseti em meio MnTPL 14 dias.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

O sinal com tempo de retengdo em 1,976 min, apresentou em seu espectro de
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massas 0 fon de m/z 155,0807 [M+H]", relacionado a formula molecular C;H3oN,O, com erro
de -9,0 ppm, e no espectro de massas de MS/MS foi observado o ion com m/z 99,0914
correspondente ao fragmento [M+H-C3H,40] e o ion m/z 84,0343, correspondente a perda ao
fragmento [M+H-C,HNO;], bem como o ion m/z 81,9731 correspondente ao fragmento
[M+H-C3H40-H,Q]. De acordo com a literatura, este composto pode ser relacionado a ciclo-
L-prolina-L-glicina (19), j& identificado para Fusarium equiseti (TRIGOS, REYNAS E
CERVANTES, 1995). As rotas de fragmentacdo e o0 espectro de massas desse composto estdo

apresentados nas figuras 29 e 30, respectivamente.

Figura 29 — Fragmentagé&o da ciclo-L-prolina-L-glicina
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Figura 30 - Espectro MS? da ciclo-L-prolina-L-glicina.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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A figura 31 abaixo mostra as estruturas quimica de todos os metabdlitos identificados,
dos quais dos quais 0s compostos equisetina (25) e a ciclo-L-proliglicina (19) ja possuem
relatos na literatura para F. equiseti, enquanto que os compostos &cido (-) cis — 9,10 —
epoxiestearico (46), capsenona (44), criptocina (45), fenil acetaldeido (40), fusapirona (42),
fusarielina B (41) e maculosina (39) e o &cido glicodeoxicolico (43) estdo sendo relatados
pela primeira vez para a espécie.

Figura 31 — Estruturas dos compostos identificados.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

4.2 Estudo do potencial fungicida dos extratos de Fusarium equiseti em diferentes meios
de cultivo

Os extratos referentes aos 4 meios de culturas (BD, BDL, MPD e MnTPL) - 14
dias foram selecionados para teste de atividade fungicida contra C. Musae de acordo com o
procedimento detalhado no item 3.7., ja que esse é um fitopatégeno de culturas de plantas
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economicamente importantes para o estado do Ceara.

Os gréficos abaixo mostram o crescimento de C. musae em meio BDA sem adi¢do
dos extratos (faixa azul), e o crescimento de C. musae em meio BDA com a adicao da solucéo
dos extratos (faixa vermelha).

Gréfico 3 - Ensaio in vitro mostrando o crescimento de Colletotrichum musae na presenca de
extrato de Fusarium equiseti em meio BD 14 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Gréfico 4 — Ensaio in vitro mostrando o crescimento de Colletotrichum musae na presenca de

extrato de Fusarium equiseti em meio BDL 14 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Gréafico 5 — Ensaio in vitro mostrando o crescimento de Colletotrichum musae na presenca de

extrato de Fusarium equiseti em meio MPD 14 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Gréfico 6 — Ensaio in vitro mostrando o crescimento de Colletotrichum musae na presenca de
extrato de F. equiseti em meio MnTPL 14 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
De acordo com estes experimentos, constatou-se que o extrato do meio BDL-14

dias foi 0 mais ativo contra C. musae, enquanto que os demais extratos testados (BD, MPD E
MnTPL) ndo mostraram distincdes dos entre os valores de inibicdo do controle, e 0s

respectivos extratos, conforme a figura 31.

Figura 32 — Ensaio in vitro mostrando com inibicdo do crescimento do fitopatégeno
(Colletotrichum musae) quando cultivado em meio contendo a solugdo dos extratos de F.
equiseti nos meios BD, BDL, MPD e MnTPL 14 dias.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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A partir desses resultados, foram realizados testes de atividade fungicida frente ao
patdgeno utilizando os extratos do meio BDL provenientes do experimento de variagdo do
tempo de cultivo (7, 14, 21, 28 e 35 dias), para avaliacdo de alguma alteracdo da atividade
bioldgica. O experimento foi avaliado quando C. musae foi cultivado no meio BDA contendo
as solucdes dos extratos de F. equiseti em meio BDL nos tempos de cultivo de 24, 48, 72 e 96
h, relacionados as cores azul, vermelho, verde e roxo no grafico 7, respectivamente.

Gréafico 7 - Ensaio in vitro mostrando o crescimento de Colletotrichum musae na presenca
dos extratos de Fusarium equiseti em meio BDL nos periodos de 7, 14, 21, 28 e 35 dias € 0s

respectivos controles
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Legenda:

BDL 7D_B — extrato do meio BDL — 7 dias — Controle

BDL 14D_B - extrato do meio BDL — 14 dias — Controle

BDL 21D_B — extrato do meio BDL — 21 dias — Controle

BDL 28D_B — extrato do meio BDL — 28 dias — Controle

BDL 35D_B — extrato do meio BDL — 35 dias — Controle

F. equiseti BDL 7D — extrato de F. equiseti em meio BDL — 7 dias
F. equiseti BDL 14D — extrato de F. equiseti em meio BDL — 14 dias
F. equiseti BDL 21D — extrato de F. equiseti em meio BDL — 21 dias
F. equiseti BDL 28D — extrato de F. equiseti em meio BDL — 28 dias
F. equiseti BDL 35D — extrato de F. equiseti em meio BDL — 35 dias
C(-) BDA — Controle negativo em meio BDA

C(-Y BDA + DMSO - Cantrole nenativo em meio RDA + DMSO
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Neste experimento pode-se constatar que o extrato BDL-14 dias continuou sendo
0 mais efetivo contra C. musae através de uma maior inibigdo do crescimento do fungo. Os
extratos BDL relativos aos periodos 7, 21,28 e 35 dias ndo mostraram inibicGes significativas
no crescimento do fungo, apresentando comportamentos bastante semelhantes.

Diante destes resultados, foram realizadas analises quimiométricas utilizando o
extrato de F. equiseti BDL 14 dias (mais ativo) confrontado com o extrato BDL 28 dias
(menos ativa), e os respectivos brancos BDL 14 dias e BDL 28 dias através da estatistica
multivariada utilizando PCA, OPLS-DA e S — Plot, visando a determinacédo de biomarcadores

possivelmente associados a atividade antifingica.
4.3 Anédlise Multivariada
4.3.1 Andlise dos componentes principais (PCA) dos meios BD, BDL, MPD e MNTPL

A PCA ¢é um método estatistico exploratorio que consiste em reduzir a
complexidade de uma grande quantidade de dados, com a menor perda possivel de
informagcdes (MARCHETTI et al.,, 2015). Essa técnica permite observar, interpretar e
correlacionar as diferencas existentes entre as amostras, além de promover a formacdo de
grupos com semelhancas entre si (WORLEY; HALOUSKA; POWERS, 2013). Neste caso, a
PCA foi utilizada para verificar as diferencas entre os perfis quimicos dos quatro extratos de
F. equiseti (BD, BDL, MPD e MNTPL) e os respectivos extratos controles (B-BD, B-BDL, B-
MPD e B-MNTPL), através dos dados de fragmentacdo de massas obtidos por UPLC-QTOF-
MSE. Os dados obtidos foram submetidos, inicialmente a uma abordagem com PCA
utilizando a escala pareto, como representado nas Figuras 8 e 9, um grafico de scores e um de
loadings, respectivamente.

O gréfico de PCA (Grafico 8) representou 77,31% da variancia total (R2X [1] =
0,4702 e R2X [2] = 0,3029). Os dados obtidos foram inicialmente submetidos a uma
abordagem de PCA com escala centrada na média. Os resultados mostraram que as oito
amostras foram claramente separadas e agrupadas em quatro grupos correspondentes: 1
(BDL); 2 (MnTPL-branco); 3 (MPD e MnTPL), e 4 (BD, BD-branco, BDL-branco e MPD-
branco).

No gréfico 8, possivel visualizar que os aglomerados formados indicaram que 0s
metabolitos secundarios produzidos no meio BDL diferem significativamente dos demais

extratos. O primeiro componente principal 1 (PC1) representa a maior variagdo em um
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conjunto de dados, as amostras dos meios BDL, BDL-branco, BD e BD-branco estdo
agrupadas no lado negativo de PC1, enquanto as demais amostras estavam no lado positivo de
PC1, sugerindo uma proximidade no perfil metabdlico do fungo quando cultivado nesses
meios de cultura, o que é esperado ja que a composicao nutricional desses meios de cultura é
semelhante.

O segundo componente principal (PC2, grafico 8), que correspondeu a quantidade
méaxima de variancia nao explicada pelo PC1, em que BDL, MPD, MNTPL e MNTPL
(branco) encontram-se no lado positivo de PC2 e os demais extratos BD, BD-branco, BDL-
branco e MPD-branco estéo localizados no lado negativo.

Desta forma, a andlise dos dados do grafico de PCA permitiu evidenciar uma
diferenca no perfil metabolémico do cultivo do fungo nos diferentes meios nutricionais, onde
foi possivel observar uma semelhanca entre os extratos dos meios MPD e MNTPL, assim
como o extrato do meio BD e BD-branco foram muito semelhantes. Porém, observa-se uma

clara distin¢do do perfil metaboldmico do meio BDL, lado positivo de PC1 e PC2.

Gréafico 8 - Anélise de PCA 2D de amostras de Fusarium equiseti, nos meios de cultura BD,
BDL, MPD, MnTPL e os respectivos controles (branco) (modo positivo, intervalo de tr: 0,0 a
16,5 min).

Scores Comp[1] vs. Comp[2] colored by Sample Group

Grupo 1: meioBDL I

Grupo 2: meio IVInTPL-branco.

Grupo 3: meio MPD e MnTPL .

Grupo 4: meio BD-branco ., BD . , BDL-branco .
e MPD-branco[liJ.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2019).
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Gréfico 9 - Andlise de loadings de PCA 2D de amostras de Fusarium equiseti, nos meios de
cultura BD, BDL, MPD, MnTPL e os respectivos controles (branco) (modo positivo, intervalo
de tr: 0,0 a 16,5 min).

Loadings Comp[1] vs. Comp][2]
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4.3.2 Analise OPLS-DA dos extratos de Fusarium equiseti BDL -14 e BDL- 28 dias.

Apds a analise de PCA para todos os extratos, foi realizado o OPLS-DA (Grafico
9) somente para os extratos do meio BDL, visando identificar os metabdlitos secundarios que
contribuiram para as variagdes observadas na atividade fungicida para os extratos oriundos
deste mesmo meio nutricional. Nesse caso, foi comparada a diferenca sempre entre dois
grupos: extrato BDL 14 dias (mais ativo) e extrato de BDL 28 dias (menos ativo) e 0s seus
respectivos extratos controle (brancos).

O gréafico de OPLS-DA (Gréfico 9) mostrou que cada grupo foi claramente
separado, sendo evidente a diferenca entre o extrato de BDL 14 dias comparado aos demais
extratos, onde este ficou mais concentrado nos quadrantes | e IV e 0s demais se apresentaram
mais concentrados nos quadrantes Il e I11, demonstrando inclusive diferencas intra-grupos, em
relacdo a variacédo entre a dispersdo da concentragdo de seus metabdlitos, ja que se observa
uma certa dispersdo dentro de um mesmo grupo.

A qualidade dos modelos de OPLS-DA foi avaliada utilizando dois parametros o
R2Y (variancia explicada), que é o grau de explicacdo que o modelo possui sob os dados
apresentados e 0 Q? (variancia predita), quanto o modelo prediz das variaveis (TRIBA et al.,
2015). Para as analises realizadas, 0 R*Y = 0,99 e o Q° varia de 0,92 a 0,98, 0 que indica a



boa qualidade do modelo.
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Grafico 10 - Anélise de OPLS-DA dos grupos: BDL 14 dias — BDL 28 dias de Fusarium

equisetl.
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4.4 Potenciais biomarcadores

BDL 14 Dias

BDL 28 dias
BDL 14 dias branco
BDL 28 dias branco

Gréaficos S-Plot (figura 33) permitem a identificacdo dos compostos mais

proeminentes em cada extrato. De acordo com este grafico, dois eixos (X e Y) sdo mostrados,

um para cada grupo analisado, onde os ions mais distantes da origem contribuem de forma

mais significativa para a separacao entre grupos, portanto, eles podem ser considerados como

biomarcadores.

A partir dos dados de OPLS-DA (Gréafico 9, p. 70), foram gerados os gréaficos S-
Plot e VIP (ambos na Figura 33). Desta forma, o grafico de S-plot mostra 9 metabdlitos

potenciais biomarcadores, proveniente do extrato de F. equiseti BDL 14 dias, que estdo

relacionados aos sinais que se encontram mais distantes do eixo Y.
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Figura 33 - Grafico S-Plot (A) e gréafico de barras (B) com os tempos de retengdo e valores de
massas de alta resolucao dos possiveis biomarcadores a partir dos dados do grafico OPLS-DA
dos extratos BDL (14 e 28 dias).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Na Figura 33, nove ions foram apontados como biomarcadores do extrato BDL 14
dias de F. equiseti em relacdo ao BDL 28 dias de F. equiseti, com os valores de m/z.
1036,6868; 1036,6944; 1036,6986; 1050,7103; 1008,6573; 1008,6587; 1008,6607;
1022,6727; 1022,6761. Estes ions correspondem a compostos que foram encontrados em
maiores concentracdes relativas de area, como demonstrado através dos graficos de barras

(Figura 33B). No entanto, a identificagdo estrutural destes compostos ndo foram possiveis,
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devido a falta de dados na literatura relativos aos ions de m/z 1008 a 1036 Da, e dados de
fragmentacdo de massas que corroborem os resultados apresentados. Desta forma, estes dados
nos levam a crer que estes compostos sejam, provavelmente, estruturalmente inéditos.
Supde-se ainda que, esses compostos possuem caracteristicas estruturais
semelhantes relacionados a uma série homologa, ja que apresentam tempos de retencdo
similares, e massa molar diferenciando-se apenas pela quantidade de grupos metileno (CH).
No entanto, estudos posteriores serdo necessarios para o isolamento e caracterizacdo estrutural

destes compostos.
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5 CONCLUSAO

Os experimentos de cultivo de F. equiseti nos meios BD, BDL, MPD e MnTPL, e
em diferentes dias de incubacéo (7, 14, 21, 28 e 35 dias), foram realizados visando verificar a
influéncia do meio nutricional e do periodo de cultivo no perfil metaboldmico do fungo. Os
extratos provenientes de 14 dias de cultivo foram selecionados para o estudo metabolémico,
por se apresentarem mais promissores na producdo de metabdlitos secundarios apo6s anélise
preliminar por CLAE e CCD.

A andlise inicial dos diferentes extratos obtidos no periodo de 14 dias por UPLC-
ESI-QTOF-MSF permitiu a visualizacio de perfis quimicos diferenciados para os diferentes
extratos, e possibilitou identificar tentativamente a presenca 14 diferentes metabolitos
secundarios. Dentre estes compostos, a equisetina (25) e a ciclo-L-proliglicina (19) ja foram
reportados para F. equiseti, enquanto que o acido (-)-cis-9,10-epdxiestearico (46), capsenona
(44), criptocina (45), fenil acetaldeido (40), fusapirona (42), fusarielina B (41), maculosina
(39) e o0 &cido glicodeoxicdlico (43) estdo sendo relatados pela primeira vez para a espécie.

Os extratos BD-14 dias, MNTPL-14 dias, MPD-14 dias e BDL 14-dias foram
submetidos a testes de atividade fungicida frente ao fitopatdégeno C. musae, e 0 extrato BDL-
14 dias revelou o melhor resultado de inibicdo de crescimento do fungo. A analise dos
componentes principais (PCA) dos extratos BD-14 dias, MNTPL-14 dias, MPD-14 dias e
BDL 14-dias foi realizada. Este estudo revelou um perfil metabolico diferenciado para o
extrato BDL-14 dias, corroborando os resultados da atividade bioldgica.

Diante deste resultado, foi realizada uma analise comparativa entre todos 0s
extratos oriundos do meio BDL (7, 14, 21, 28 e 35 dias) frente ao teste de atividade
antifngica contra C. musae, e novamente o extrato BDL -14 dias revelou-se mais ativo.

Desta forma, foi realizada uma analise comparativa dos extratos BDL -14 dias
(mais ativo) e BDL- 28 dias (menos ativo) utilizando a técnica OPLS-DA, onde foi possivel
identificar 09 metabolitos biomarcadores responsaveis pela atividade antifingica do extrato
BDL-14 dias.

Os supostos compostos biomarcadores apresentaram uma elevada massa
molecular (1008-1036 Da) e foram sugeridos como sendo uma série homéloga. No entanto, a
auséncia de dados na literatura referente as fragmentacGes observadas nos respectivos
espectros de massas, impossibilitou a caracterizagdo estrutural destes compostos. Estudos
posteriores serdo necessarios para o isolamento e a elucidagdo estrutural utilizando outras

técnicas espectroscopicas.
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Os resultados obtidos demonstraram o potencial quimico e bioldgico de F. equiseti,
além da eficiéncia do uso da técnica UPLC-QTOF-MSF e quimiometria na identificacio de

compostos organicos bioativos.
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