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RESUMO

Introducgao: Metabdlitos secundarios do género Fusarium tém sido considerados como fonte
produtora de moléculas bioativas contra o cancer, bactérias e fungos. Objetivo: O objetivo deste
estudo foi avaliar as atividades antioxidante, antitumoral, antifingica e antibacteriana dos
metabolitos secundérios obtidos de duas espécies do género Fusarium. Metodologia: Foram
obtidos dois metabdlitos secundarios, sendo um de Fusarium oxysporum e outro de Fusarium
solani. As espécies sdo da Colecdo de Fungos da Universidade Federal do Maranhao no
NIBA/DEPAT/CCBS. De cada metabdlito foram realizados a triagem quimica, a atividade
antioxidante, a antitumoral em célula MCF-7 e citotéxica em célula normal de prostata, a atividade
antibacteriana em cepas Escherichia coli e Staphylococcus aureus e antifingica em cepas de
Candida albicans, Candida krusei. A espectrometria de massa para determinagdo da composicao
quimica foi realizada somente no metabdlito de Fusarium solani. Resultados: Foram
identificadas as classes quimicas fendis, alcaloides, taninos, antocianinas e antocianidinas,
flavonas, flavonoides, xantonas. A espectrometria do metabdlito de F. solanirevelou a presenga
dos compostos majoritarios 4-(2-Hydroxyethyl) phenol, L-Proline, N-valeryl, heptadecyl,
Hexadecanoic acid methyl éster, 9-Octadecenoic acid (Z)-methyl éster na fracdo acetato de etila
e Benzeneacetic acid, Acetic acid, phenyl-, -(2-Hydroxyethyl) phenol e9-Octadecenoic acid (Z)-,
methyl ester (Oleato de Metila) na fragédo diclorometano. Os dois metabdlitos secundarios tém
atividade antioxidante. Os metabdlitos secundarios de Fusarium oxysporum na concentracao de
1000pg/mL apresentou efeito proliferativo em célula MCF-7 e citotoxico em célula normal de
prostata ambos em 48hs. Os metabdlitos secundarios de Fusarium solani na concentragédo de
1000 pg/mL reduziu a viabilidade da célula MCF-7 em 48hs, e em célula normal ndo apresentou
efeito citotdxico nos tempos analisados comparados ao controle negativo. Os metabdlitos de
ambos os fungos testados apresentam atividade antibacteriana significativa (p<0,0010) em
cepas de E. coli em todas as concentragfes em 24 e 48hs. Os metabdlitos secundarios de F.
oxysporum inibiu significativamente (p<0,0001) S. aureus em todas as concentragdes em 24hs,
e em 48hs houve redugéo da viabilidade celular apenas nas concentragdes 0,0625 até 8 ug/mL.
Os metabdlitos secundarios de Fusarium solani inibiu significativamente (p<0,0001) S. aureus
em 24hs em todas as concentragbes. Em 48hs apenas as menores concentragdes 0,0625 a 4
pg/mL reduziram significativamente (p<0,0001) a viabilidade celular e nas concentragées 16 e
32 nao houve inibicdo. A atividade antifUngica dos metabdlitos F. oxysporum reduziu
significativamente C. albicans em todas as concentracbes em 24hs. Em 48hs houve reducéo
significativa nas menores concentracoes (0,0625 a 4 pg/m). Para C. krusei houve reducéo
significativa (p<0,0001) nas concentragbes de 0,0625 a 8 pg/mL em 24hs. Os metabdlitos
secundarios de Fusarium solani reduziu significativamente (p<0,0001) a viabilidade de C.
albicans em todas as concentragdes analisadas em 24 e 48hs. Em C. krusei houve redugao
significativa (p<0,0001) de 0,0625 até 16 pg/ml em 24hs e em 48hs todas as concentracdes
reduziram significativamente a viabilidade celular. Conclusdo: A cepa isolada do ar foi
identificada por PCR como Fusarium solani. Os dois metabdlitos sdo antioxidantes, possuem
composto fendlicos, flavonoides. No metabdlito secundario de Fusarium solani existem
compostos, citados pela literatura, com propriedades antitumoral e antimicrobiana. No presente
estudo, o Fusarium solani apresentou relativa atividade antitumoral em linhagens MCF-7.

Palavras-chave. Fusarium; Metabdlito secundario; Atividade bioldgica.

Atividade antioxidante.



ABSTRACT

Introduction: Secondary metabolites of the Fusarium genus have been considered as a
source of bioactive molecules against cancer, bacteria and fungi.Objective: The objective
of this study was to evaluate the antioxidant, antitumor, antifungal and antibacterial activities
of secondary metabolites obtained from two species of the genus Fusarium. Methodology:
Two secondary metabolites were obtained, one of Fusarium oxysporum and the other of
Fusarium solani. The species are from the Fungi Collection of the Federal University of
Maranhao in NIBA/DEPAT/CCBS. From each metabolite were performed the chemical
screening, the antioxidant activity, the antitumor in MCF-7 cell and cytotoxic in normal
prostate cell, the antibacterial activity in Escherichia coli and Staphylococcus aureus strains
and antifungal in strains of Candida albicans, Candida krusei. Mass spectrometry to
determine the chemical composition was performed only on the Fusarium solani metabolite.
Results: The chemical classes phenols, alkaloids, tannins, anthocyanins and anthocyanidins,
flavones, flavonoids, xanthones were identified. Spectrometry of the F. solani metabolite
revealed the presence of 4-(2-hydroxyethyl) phenol, L-Proline, N-valeryl, heptadecyl,
hexadecanoic acid methyl ester, 9-octadecenoic acid (Z)-methyl ester in the ethyl fraction of
acetate and benzeneacetic acid, acetic acid, phenyl-, - (2-hydroxyethyl) phenol E9-
octadecenoic acid (Z) -, methyl ester (methyl oleate) in the dichloromethane fraction. The
two secondary metabolites have antioxidant activity. The secondary metabolites of Fusarium
oxysporum at the concentration of 1000ug/mL showed a proliferative effect on MCF-7 cells
and cytotoxic effect on normal prostate cells, both within 48 hours. The secondary
metabolites of Fusarium solani at a concentration of 1000 pg/mL reduced the viability of the
MCF-7 cell in 48 hours, and in normal cells it did not show cytotoxic effect in the analyzed
times compared to the negative control. The metabolites of both fungi tested showed
significant antibacterial activity (p<0.0010) in E. coli strains at all concentrations in 24 and
48 hours. The secondary metabolites of F. oxysporum significantly inhibited (p<0.0001) S.
aureus at all concentrations within 24h, and within 48h there was a reduction in cell viability
only at concentrations from 0.0625 to 8 ug/mL. The secondary metabolites of Fusarium solani
significantly inhibited (p<0.0001) S. aureus in 24h at all concentrations. In 48 hours only the
lowest concentrations 0.0625 to 4 pg/mL significantly reduced (p<0.0001) cell viability and
at concentrations 16 and 32 there was no inhibition. The antifungal activity of F. oxysporum
metabolites significantly reduced C. albicans at all concentrations within 24h. In 48 hours
there was a significant reduction in the lowest concentrations (0.0625 to 4 pg/m). For C.
krusei there was a significant reduction (p<0.0001) in concentrations from 0.0625 to 8 ug/mL
in 24 hours. The secondary metabolites of Fusarium solani significantly (p<0.0001) reduced
the viability of C. albicans at all concentrations analyzed in 24 and 48 hours. In C. krusei
there was a significant reduction (p<0.0001) from 0.0625 to 16 pg/ml in 24h and in 48h all
concentrations significantly reduced cell viability. Conclusion: The strain isolated from the
air was identified by PCR as Fusarium solani. The two metabolites are antioxidants, have
phenolic compounds, flavonoids. In the secondary metabolite of Fusarium solani there are
compounds, cited in the literature, with antitumor and antimicrobial properties. In the
present study, Fusarium solani showed relative antitumor activity in MCF-7 strains.

Keywords. Fusarium; Secondary metabolite; Biological activity. Antioxidant
activity.
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1 INTRODUCAO

O género Fusarium é comumente conhecido como fungo endofitico, que
coloniza e interage com as plantas sem causar dano a planta hospedeira. Desta
interagéo sintetizam metabdlitos secundarios constituidos por uma diversidade
de moléculas bioativas com potencial para formulagées farmacéuticas
(STROBEL, 2018; TOGHUEO, 2020).

Os metabdlitos secundarios sdo considerados produtos naturais menos
tobxicos e com estrutura quimica complexa e de alto valor farmacolégico
(GONGALVES; BASTOS; HANNA, 2017; TAKAHASHI et al., 2017). O metabdlito
secundario de varias espécies do género Fusarium tem sido destaque, na
literatura, apresentando atividade antioxidante, antitumoral e antimicrobiana
(MOSUNOVA; NAVARRO-MUNOZ; COLLEMARE, 2020).

Dentre os compostos presentes  encontram-se os flavonoides,
alcaloides, terpenos, tetralonas, xantonas isocumarinas, polissacarideos, acidos
fendlicos e benzopiranonas, todos considerados com potencial farmacol6gico
(GRECO; KELLER; ROKAS, 2019).

O uso dos fungos e seus metabdlitos como fonte de compostos bioativos
para a saude € comprovado por varios medicamentos disponiveis no mercado e
qgue sao oriundos de metabdlitos fungicos, tais como a penicilina, ciclosporina,
taxol, lovastatina e (KASAEI et al., 2017; PATHAK et al., 2020; SALEHI et al.,
2018).

O céncer € um importante problema de saude publica. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2018, ocorreram cerca de
18,1milhdes de casos, e destes 9,6 milhdes evoluiram a 6bito. Além disso, entre
2018-2029, estima-se que um em entre cinco homens e uma em entre seis
mulheres desenvolverao algum tipo de cancer e que, um entre oito homens e
uma entre onze mulheres irdo evoluir para ébito apds cinco anos de diagndstico
(WHO, 2018). Os tipos mais frequentes sao cancer de prostata (31,7%), pulméao
(8,7%), intestino (8,1%), estdmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%) nos homens e
nas mulheres, mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulméo
(6,2%) e tireoide (4,0%). Para o estado do Maranh&o, estima-se que 8.800 novos
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casos irao surgir nos préximos anos, com aumento para o numero de cancer de
mama feminina, Gtero, pénis e préstata (INCA 2019).

Outro problema a ser destacado € a resisténcia aos antimicrobianos. Cada
vez mais bactérias e fungos surgem mais resistentes as substancias antimicrobianas
disponiveis, as quais sua agao devido aos mecanismos de resisténcias inerentes aos
microrganismos. Dessa forma, a obtencao de moléculas antimicrobianas a partir dos
metabdlitos secundarios fungicos sao extremamente importantes (TOGHUEOQO, 2020).

Nesta pesquisa, avaliamos as possiveis atividades biologicas dos extratos
metabdlicos de duas cepas do género Fusarium, uma vez que este fungo se destaca
entre 0s cinco géneros mais isolados dentre a microflora anemdfila presente na cidade
de S&o Luis- MA
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Caracteristicas gerais dos fungos

Estima-se que o reino Fungi apresente, aproximadamente, 1,5 milhdes de
espécies, com representantes habitando praticamente todos o0s ecossistemas
existentes no mundo. Até o momento cerca de 70.000 espécies foram descritas
representando apenas cerca de 6% da diversidade total dos fungos (SILVA; MALTA,
2016).

O Reino Fungi possui trés grupos distintos de fungos, sendo os fungos
filamentosos e leveduriformes considerados fungos microscopicos e os cogumelos
considerados fungos macroscopicos. A forma filamentosa constitui-se por filamentos
longos e ramificados chamados de hifas e a forma leveduriforme constitui-se por
células individuais que podem se reproduzir por fissdo binaria ou brotamentos. Existe
a forma dimérfica, onde os fungos sofrem interferéncia das condicbes ambientais,
como a temperatura podendo desenvolver a forma de filamentosa (25°C) ou a de
levedura (37°C).(AZEVEDO; BARATA, 2018)

Todos os fungos sdo microrganismos eucariéticos, uni ou multicelulares,
possuem parede celular e estruturas reprodutivas variadas, sao heterotréficos, sua
nutricdo é feita por absorcdo através da sintese de enzimas extracelulares como
amilase, carboxilase, proteinase, lacases, dentre outras, que sédo liberadas para a
degradar seus substratos e absorver os nutrientes (KUES, 2015; SILVA; MALTA,
2016). Sao encontrados em diversos ambientes como agua, ar, solo, animais e
vegetais vivos, parasitando-os ou fazendo simbiose, em material orgéanico em
decomposicao e nos alimentos (PEREIRA et al., 2013).

Além disso, os fungos multicelulares ou filamentosos (Figura 1) se
desenvolvem a partir de um esporo, que na presenca de umidade e nutrientes em
determinado ambiente, cresce e germina. Durante seu crescimento, forma-se um tubo
germinativo que se alonga formando a hifa. Apds alguns dias a hifa forma um
emaranhado de hifas denominado de micélio. Alguns fatores ambientais estimulam os
fungos a formar estrutura reprodutivas, por exemplo, os ascomicetos formam
conidi6foro com esporos assexuados e/ou corpos frutiferos com esporos sexuais; 0s

basidiomicetos (cogumelos) formam corpos frutiferos e formam esporos sexuais e se
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dispersam no ar (BIOTECHNOL et al., 2020) O micélio é divido em micélio de
sustentacao responsavel pela degradacao e absorcao de nutrientes e micélio aéreo

que sustenta as estruturas como os esporos e conidios (GOW; LATGE; MUNRO,

2017).

Figura 1. Ciclo de vida dos fungos filamentosos.
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A célula fangica possui uma parede rigida (Figura

Germination

2) formada por

polissacarideos conhecidos como glucanas e quitina, e glicoproteinas representando

aproximadamente 40% do volume total da célula e espessura variando entre 0,1 a 1,0

Mm e sua fungao é proteger o fungo contra as condi¢coes adversas como estresses

ambientais e osmoticos controlando a entrada de moléculas prejudiciais a célula
fungica (HASIM; COLEMAN, 2019; (DERBYSHIRE; DELANGE, 2021).
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Figura 2. Estrutura e composi¢édo da parede celular dos fungos.
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A quitina, polissacarideo presente na parede dos fungos, € constituida por um
polimero de cadeia longa de N-acetilglicosamina, ligado a B-glucano, glicoproteinas e
oligassacarideos formando cadeias laterais com mananas a- (1-2), a- (1-3), B- (1-2),
B- (1-6). Nos fungos leveduriformes representa de 1 a 2% do seu peso seco e nos
fungos filamentosos representa de10-20%. Sua funcdo € manter a resisténcia
mecanica e a integridade estrutural da célula fungica (HASIM; COLEMAN, 2019).

2.2. Taxonomia e identificacao de fungos

A taxonomia polifasica é realizada com base nas caracteristicas
macroscopicas e microscépicas, comparando com uma chave dicotdmica onde avalia-
se as caracteristicas das hifas, conidios, blastoconidios e esporoconidios (figura 3).
No entanto, o conhecimento do taxonomista acerca desses detalhes é extremamente
importante, uma vez que tais caracteristicas sdo analisadas utilizando diferentes
meios de culturas, microcultivo, chave de identificacao, meios cromogénicos, métodos
bioquimicos e fisiolégicos. Métodos mais avangados como MALDI-TOF MS e biologia
molecular, complementam a identificacdo dos fungos e novas redefinigcbes
filogenéticas surgiram com novos conceitos e agrupamentos dos fungos em grandes
complexos fungicos (DI COLOGNA, 2017).
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Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas evidenciando a macroscopia da colénia em meio Agar

Sabouraud e, a microscopia do microcultivo de Fusarium solani.

A- Anverso da col6nia — coldnia branca e algodonosa. B- Reverso da col6nia evidenciando o
pigmento da colénia. C e D — As setas indicam as hifas septadas, conidios e blastoconidios.
Fonte: Autora.

2.2.1 Identificacao dos fungos pelo MALDI-TOF MS

A técnica Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time-Of-Flight Mass
Spectrometry (MALDIT-TOF MS) surgiu a partir dos conhecimentos obtidos pelo
método protedmica, o qual compreende um conjunto de proteinas especifica ou
expressa por uma célula, 6rgéo, tecidos ou secre¢des. Essas proteinas expressam os
metabolitos e produtos génicos das espécies analisadas o que contribuiu para o
desenvolvimento da técnica MALDI-TOF-MS no diagnéstico de cepas em determinada
amostra (SINGHAL et al., 2015).

O MALDIT-TOF MS tem como base a espectrometria de massas de alta
resolugdo para determinar, através das massas moleculares dos compostos
organicos, a identificacdo e caracterizagdo de varios microrganismos como bactérias,

virus e fungos, a partir das proteinas ribossomais que sdo biomarcadores celulares
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especificos de microrganismos, dando uma vantagem na identificacdo rapida e segura
dos patégenos fungicos (FRASER et al., 2016; PATEL, 2019).

Gomez-Velasquez et al., (2020) ressaltam que a identificagdo fenotipica na
qual se analisa as caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos fungos
filamentosos, necessitam de mais ajustes para um diagnéstico seguro. Entretanto, a
técnica MALDI-TOF MS possui algumas limitagdes como 1) qualidade do extrato
proteico do micélio com as caracteristicas estruturais diferentes; 2) a falta de
referéncia dos espectros de algumas espécies de fungos filamentosos nas bibliotecas
comerciais, principalmente de isolados de fungos endémicos ou frequentes em
regides tropicais; 3) a dificuldade em atender o que foi determinado pelos fabricantes
em algumas espécies.

A identificagdo dos fungos pelo MALDI-TOF MS é feita por transferéncia
direta, onde o fungo é colocado diretamente na placa sem tratamento ou extracédo de
proteina. E também por transferéncia direta estendida na qual ocorre o tratamento
prévio do fungo com acido férmico, seguindo uma etapa de extracao de proteina fora
da placa (PATEL, 2019). Existem algumas vantagens do MALDI-TOF MS sobre a
taxonomia convencional, dentre as quais podemos destacar: a alta sensibilidade e
especificidade, o rapido diagnéstico e geracao de pouco residuo (SANTOS et al.,
2016).

2.2.2 Identificacao por biologia molecular

A Biologia Molecular permitiu um grande avango na taxonomia dos fungos por
ser um método seguro e especifico e tem como base a interacdo de todos os sistemas
celulares e suas estruturas como o DNA, o RNA e sintese de proteina (MOHAMED,
2012; WALKER et al., 2016). Este método permite identificar e sequenciar
microrganismos utilizando vérias ferramentas como: Marcador Filogenético
Ribossémico (rRNA), PCR-clonagem-sequenciamento, analise de restricdo do DNA
ribossomal amplificado (ANDRA), andlise do polimorfismo do tamanho de fragmentos
de restricao (RFLP), polimorfismo do tamanho e composicao de bases de fragmentos
terminais de restricdo (T-RFLP), polimorfismo de tamanho do fragmento amplificado,
polimorfismo amplificado ao acaso (RAPD), variagcbes da PCR com primers
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complementares de sequéncias repetidas REP, ERIC e BOX (boxA, boxB e box)
(WICKES; WIEDERHOLD, 2018).

A Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR) é a segunda etapa da biologia
molecular. Essa tem como fungdo amplificar uma uUnica ou poucas copias de um
pedaco de DNA e baseia-se no processo de replicacao do DNA que ocorre in vivo.
Pode ser realizada pelos método: PCR em tempo Real (PCR em tempo real ou PCR
quantitativo em tempo real), PCR isotérmica (amplificacdo isotérmica mediada por
loop — LAMP; amplificacdo baseada em &cido nucleico-NASBA; Rolling Circle
Amplification — ARCA), ambos os métodos, necessitam de quantidades expressivas
de &cidos nucleicos do fungo (SCHOCH et al., 2014; WICKES; WIEDERHOLD, 2018).

Para a analise da PCR em fungos utiliza-se o primer universal ou especifico
de cada género. O primer mais utilizado é o da regido Internal Transcribed Spacer
(ITS) do DNA ribossémico em fungos que contém entre 400-800 pares de bases. E
um marcador universal de cédigo de barras de DNA para fungos, entretanto, por ser
variavel é necessario adicionar marcadores secundarios como gene [B-tubulina,
sequenciadores do fator de alongamento parcial 1-a (TEF1a), genes codificadores de
proteinas (PORRAS-ALFARO et al., 2014).

No entanto, Valenzuela-Lopez et al., (2018) sugerem que, dependendo da
espécie fangica, pode-se utilizar os genes ITS, LSU por estarem sequenciados e
depositados nos bancos de dados e, tub2 e TF1 a. De acordo com os autores, esses
genes sao faceis de amplificar. Além desses, indicam também o gene rpb2, que € um
dos marcadores mais completos a nivel de informagéo, possibilitando uma melhor
classificacao taxonémica.

A identificacdo de fungos baseada na biologia molecular requer banco de
dados de DNA amplamente atualizado, contendo sequéncias de DNA publicas,
associadas a dados de espécies registradas e suas respectivas nomenclaturas e
padroes. O GenBank possui varios colaboradores (Tabela 1) que arquivam dados
geneéticos com abrangéncia mundial (SCHOCH et al., 2014).
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Tabela 1. Lista de Banco de dados mais comuns para busca de sequencias de DNA e outras
caracteristicas dos fungos.

GenBank

ENA

INSDC

ISHAM

UNITE

ITSoneDB

BDITS2

BOLD/
EUBOLD

CBS-
KNAW

BANCO DE DADOS

Banco de dados genéticos -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov
/genbank/

Arquivo Europeu de
Nucleotideos -
https://pt.qaz.wiki/wiki/Europ
ean Nucleotide Archive
Colaboragao Internacional
de Bancos de Dados de
Sequéncia de Nucleotideos -
http://www.insdc.org/

Sociedade Internacional de
Micologia Humana e Animal -
www.mycologylab.org

Identificagdo baseada em
rDNA ITS de eucariotos e
sua comunicagdo pe DOls
- http://unite.ut.ee/

Eukaryal Ribosomal Internal
Transcribed  Spacer 1
Database -
http://itsonedb.cloud.ba.infn.
it/

Database Banco de Dados
ITS2.
http://its2.bioapps.biozentru
m.uni-wuerzburg.de
Barcode of Life Data System
https://www.boldsystems.org
/

Fungal Biodiversity Center,
MycoBank -
https://www.mycobank.org/

CARACTERISTICA

Arquivar os dados genéticos mundiais
como um recurso aberto a todos os
pesquisadores.

Arquiva dados da regido ITS com
curadoria focado em fungos patogénicos
humanos e animais

Fornece ferramentas para avaliar a
qualidade da sequéncia e anotagao de
sequéncia de terceiros baseada na Web
(PlutoF) para sequéncias publicadas para
todos os Fungos.

E o espelho do GenBank para todas as
sequéncias ITS de fungos e tem um foco
particular na integracdo de sequéncias de
amostras ambientais em  estruturas
taxonémicas.

Contém uma colecdo abrangente de
sequéncias do espacador transcrito
interno 1 (ITS1) do RNA ribossémico
eucariético.

Contém sequéncia de bancada para
inferéncia filogenética e, simultaneamente,
considerando a estrutura secundaria do
espacador interno transcrito 2.

Esta configurado para cédigo de barras de
DNA e identificagdo online que podem
comparar sequéncias desconhecidas
simultaneamente com vérios bancos de
dados de referéncia.

Fonte: Autora.


https://pt.qaz.wiki/wiki/European_Nucleotide_Archive
https://pt.qaz.wiki/wiki/European_Nucleotide_Archive
http://www.mycologylab.org/
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http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/
http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/
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2.3 O género Fusarium

2.3.1 Caracteristicas taxonémicas do género Fusarium

O género Fusarium é constituido por varios complexos filogenéticos. Esta
organizado no Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem
Hypocreales, Familia Nectriaceae. O termo Fusariumrepresenta um estado anamorfo
da ordem Hypocreales (WALKER et al., 2016).

Sao fungos filamentosos cosmopolitas e podem ser isolados do ar, da agua,
de infecgdes humanas e animais e, principalmente das plantas (VILLANI et al., 2019).
Atualmente cerca de 1000 espécies estao identificadas, dentre as quais destacam-se
as espécies F. solani, F. oxysporum, F. nygamai, F. equisete, F. verticilioides, F.
clamidosporum, F. proliferatum, F. fujikuroi como as mais frequentes (LI et al., 2019)

Em geral as col6nias de Fusarium spp. apresentam crescimento rapido de até
7 dias a 25°C em diferentes meios de cultura. As col6nias sdo brancas aveludadas a
lanosa ou algodonosa, grandes com uma variedade de cores variando entre rosa e
violeta, cinza e branco, amarelo e marrom, sendo o reverso usualmente claro. As
caracteristicas microscépicas revelam hifas hialinas e septadas, conidiéforos
ausentes, e as fidlides nascem diretamente das hifas, formando microfialoconidios
solitarios ou em cachos e macroconidios grandes em formato foice ou canoa divididos
por septos (Figura 4) (SUMMERELL, 2019).

Figura 4. Caracteristicas macroscopicas e microscoépicas da cepa de Fusarium solani. Acervo
colegao de fungos NIBA/UFMA.

A- Verso apresentando colénia algodonosa branca. B-reverso coloragao bege. C.- microcultivo

evidenciando hifas hialinas, microconidios contendo 2 a 3 septos e macroconidios em forma de foice.
Crescimento em agar Sabouraud, colénia de 7 dias. Fonte: Autora
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A identificacdo molecular de Fusarium spp. tem sido realizada com as
sequéncias que distinguem as espécies do género Fusarium, evidenciando as
relagdes filogenéticas entre as espécies. Dentre estas sequéncias destacam-se 0s
principais primers: do cluster de rDNA espacador transcrito interno (ITS), B-tubulina,
citocromo oxidase | (COl), fator de alongamento 1-a, histonas, subunidade pequena
mitocondrial (mtSSU), calmodulina (cmd), proteina ribossémica 60S P2 (arp-2),
Protease Aspartica (asp) e Histidina Quinase (hog1) esses marcadores permitem
distinguir as subespécies uma vez que a variabilidade genética neste género ocorre
nas regides intronicas (SINGHA et al, 2016; BRANKOVICS et al., 2018.

2.3.3. Metabolitos produzidos por fungos

Os metabdlitos sdo produtos naturais e podem ser primarios e secundarios.
Os metabdlitos primarios sdo moléculas produzidas durante o crescimento, e sao
essenciais para o crescimento e manutencao das fungdes celulares, além de servir
como fonte de blocos de constru¢cdo monoméricos para a produgcdo de metabolitos
secundarios e enzimas extracelulares (CHROUMPI; MAKELA, VRIES, 2020).
Enquanto que os metabdlitos secundarios sdo produzidas durante o processo de
nutricdo dos fungos, onde estes liberam diversas enzimas para o meio e absorvem os
alimentos pré-digeridos para suas células sintetizando varias moléculas durante seu
metabdlito secundario (BILLS; GLOER, 2016; SALEHI et al., 2018)

Atualmente, com o0s avancos da biologia sintética, da genética, da
bioinformatica e da quimica de produtos naturais € possivel extrair e selecionar, a
partir dos metabdlitos primarios e secundarios produzidos pelos fungos, compostos
para a formulacdo de novas drogas, como por exemplo flavonoide, alcaloide,
terpenos, tetralonas, xantonas isocumarinas, polissacarideos, é&cidos fendlicos,
benzopiranonas, policetideos, peptideos ndo ribossomais. Todos com atividades
bioldgicas como antibidticos, antifungicos, antiparasitarios, antitumorais e
antioxidantes (GRECO; KELLER; ROKAS, 2019).

As formulagbes de medicamentos utilizando metabolitos de fungos tém
impactos positivos na sociedade. Um dos mais importantes medicamentos oriundos
de metabolito de fungo foi a penicilina, um antibiético descoberto por Fleming em 1928
a partir do metabolito de Penicillium chrysogenum e até hoje é muito utilizado na
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sociedade (PATHAK et al, 2020); a ciclosporina é imunossupressor isolado do fungo
Tolypocladium inflatum (OLMOS-SANCHEZ; ILLANA-ESTEBAN, 2017); o Taxol é
considerado um composto bioativo “ouro”, para o tratamento de cancer, sendo isolado
pela primeira vez da casca de Taxus brevifolia em 1971. E também isolados do
metabolito dos fungos endofiticos Cladosporium sp., Fusarium sp., Rhizophora sp.,
Taxomyces sp. (KASAEI et al, 2017); o Fingolimode derivado da miriocina é um
metabdlito do fungo /saria sinclairii é indicado para o tratamento de Esclerose Multipla
(CHENG et al., 2017); a Lovastatina é um redutor de colesterol isolado de Aspergillus
terreus (BORUTA; BIZUKOJC, 2017).

Espécies do género Fusarium interagem com uma variedade de plantas,
sendo um dos géneros mais estudados como fungo endofitico (KAN et al, 2018). E,
nos ultimos anos, estudos revelam que o metabdlito secundario de varias espécies de
Fusarium contém diversas moléculas com propriedades farmacologicas
(RATNAWEERA etal., 2015; RAN et al., 2017) e o seu potencial como fonte de novas
drogas farmacéuticas (PESSOA et al., 2017; et al., 2019;GUO, 2017; SALEHI et al.,
2018; HYDE et al., 2019; MOSUNOVA; NAVARRO-MUNOZ; COLLEMARE, 2020).

Dentre as propriedades farmacoldgicas dos metabdlitos secundarios do
género Fusarium destacam-se compostos com atividade antitumoral, e para doencas
cardiovasculares, bem como atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, e
parasitarias (NASCIMENTO et al 2012; DESHMUKH; MATHEW; PUROHIT, 2014;
ROMANS-FUERTES et al., 2016; CHOWDHURY et al., 2017; MEGHAVARNAM et al.,
2017; KYEKYEKU et al., 2017; RAN et al., 2017; IBRAHIM et al., 2018; KHAN et al.,
2018; SALEHI et al., 2018; WU et al., 2018) (Tabela 2).
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Tabela 2. Compostos quimicos e atividades biolégicas do metabolito secundario de espécies do género Fusarium.

COMPOSTO QUIMICOS

ESPECIE

ATIVIDADE BIOLOGICA

REFERENCIAS

Oxysporidinone  derivado de  3-hydroxyl-2-
piperidinone derivative

Anhydrofusarubin
Beauvericin

Bikaverin

B-resorcylic macrolide

Solaninaphthoquione

L-asparaginase

Fusaritioamida A,

1-O-acetylglycerol; 8-cetylneosolaniol, ergosta-
7,22-diene-3b,5a,6b-triol

Sansalvamide

Camptothecin
Naphthoquinone, 9-
azaanthraquinone
desmethylscorpinone
methylbostrycoidin
Fusarielin J

Desmetil fusarina C

desmethylherbarine
derivatives, 7-
7-desmethyl-6-

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum

Fusarium spp.

Fusarium spp.

Fusarium solani

F.culmorum

Fusarium chlamydosporium

Fusarium solani

Fusarium solani
F. solani

Fusarium tricinctum
Fusarium solani

Antitumoral
Antibacteriana

Antiparasitaria
Anticancer

Antibacteriana
Anticancer
Antifingico

Anticancer

Anticancer

Antibacteriana, antifingica

Anticancer

Anticancer

Antitumoral
Antitumoral

Anticancer
Antibacteriana

WANG et al (2011)

NASCIMENTO et al (2012)

DESHMUKH; MATHEW;
PUROHIT (2014)

SAETANG et al (2016)

TADPETCH et al
(2015)

MEGHAVARNAM
et al (2016)
IBRAHIM et al (2016)

ROMANS-FUERTES et al
(2016)

RAN et al, (2017)
CHOWDHURY et al (2017)

HEMPHILL et al (2017)
KYEKYEKU et al (2017)
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Fusarithioamide B

Polysaccharides

3-epi-fusarielin  H/3-O-methyl-fusarielin

methyl-epi-fusarielin H

Naftaquinonas
Aza-antraquinonas
Beauvericin (BEA)

Derivados de Fusaristerols

([(22E,24R)-3-palmitoyl-19(10—6)-abeo-ergosta-
5,7,9,22-tetraen-3B-0l], [(22E,24R)-ergosta-7,22-
diene-3p,6[3,9a-triol], [(22E,24R)-ergosta-7,22-
diene-383,5a,6B,9a-tetraol 6-acetate], (22E,24R)-

5B,8B-epidioxyergosta-22-en-33-yl
(22E,24R)-ergosta-7,22-dien-33-ol )

Karimunone B

decanoate

H/3-0O-

Fusarium chlamydosporium

Fusarium spp.
Fusarium spp.

F. solani

Fusarium spp.

Fusarium spp.

Fusarium spp.

Antibacteriana
Antifingica

Anticancer
Antimicrobiana

Anticancer e antimicrobiano

Antibacteriana, Pesticida
Anticancer

Anti-inflamatéria

Antibacteriana

IBRAHIM et al (2018)

SALEHI et al (2018)
TCHOUKOUA et al (2018)

KHAN et al (2018)

WU et al (2018)

KHAYAT et al (2019)

SIBERO et al (2019)
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2.4.0 Cancer

O céancer continua sendo um grande problema de saude mundial e 0 aumento
das taxas é sempre grande desafio para a populagéo e os servigos de saude. Fatores
intrinsecos ao modo de vida da populacdo como: sedentarismo, envelhecimento,
alcoolismo, tabagismo e obesidade contribuem para as altas taxas de mortalidade
(TORRE et al., 2015)(BRAY et al., 2018).

Dentre as doencgas cronicas e ndo transmissiveis, as neoplasias malignas
ocupam a primeira ou segunda principal causa de morte tanto nos paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento. As estimativas indicam que o cancer € a
principal causa de morte antes dos 70 anos em 112 de 183 paises e, ocupa o terceiro
ou quarto lugar em 23 paises (Figura 5). Novos casos poderao surgir no periodo de
2018 até 2040, atingindo cerca 29,5 milhdes de individuos entre homens e mulheres
e em todas as idades. Sendo esse aumento um reflexo dos fatores socioecondmicos,
do numero de idosos e da populagéo, contribuindo para as novas estimativas (SUNG
et al., 2021).

Figura 5. Classificagdo Nacional de Cancer como Causa de Morte em Idades <70 anos em 2019. Os
nameros de paises representados em cada grupo de classificacao estao incluidos na legenda.

Ranking of cancer
Premature mortality (0-69)

18t (57)

2nd (55)

3rd - 4th (23)
5th-9th (48)

[ Nodata [ Notapplicable

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data source: GHE 2020 World Health
on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, teritory, city or area or of its authorities, Map production: CSU Organization
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization L

for which there may not yet be full agreement. © WHO 2020. All rights reserved

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude. Adaptado de Sung et al., (2021).
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No Brasil, para o triénio 2020-2022, de acordo com o Instituto Nacional do
Cancer (INCA) ocorrerao 625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos
de céancer de pele nao melanoma) (Figura 6). Sendo que o cancer de pele nao
melanoma serd o mais incidente (177 mil), seguido pelos canceres de mama e
prostata (66 mil cada), célon e reto (41 mil), pulmao (30 mil) e estébmago (21 mil) (INCA,
2019).

Figura 6. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por
sexo, exceto pele ndo melanoma. Adaptado de Inca 2019.

Localizagdo Priméria ~ Casos ) Localizagdo Priméria Casos %

Prostata 2770 287%  Homens Mulheres — Mama feminina 1470 21,0%
Estdmago 110 115% Colo do ttero 1540 20,6%

Traqueia, brénquio & pulméo 870 9.0% (dlon & refo 530 6,3%

Célon & reto 490 5,1% Traqueia, bréinquio & pulmdo 590 6,3%

Leucemias 410 42% Estomago 550 5.9%

Cavidade oral 340 3,9% Leucemias 320 3,4%

Sistema nervoso central 300 3,1% Sistema nervoso central 280 3,0%

Esdfago 290 2,6% Qvirio 30 3.3%

Laringe 240 25% Glandula tireoide 260 2.8%

Linfoma no Hodgkin 210 2,2% Corpa do (itero 230 24%

*Hiimeros amedondados para miltiplos de 10.
Fonte. INCA (2019).

De acordo com o INCA (2019), os canceres de mama e de utero sao tipos
mais frequentes nas mulheres. O cancer de mama ocupa a primeira posicao em todas
as Regibdes brasileiras, com um risco estimado de 81,06 por 100 mil na Regido
Sudeste; de 71,16 por 100 mil na Regido Sul; de 45,24 por 100 mil na Regido Centro-
Oeste; de 44,29 por 100 mil na Regiao Nordeste; e de 21,34 por 100 mil na Regiao
Norte. J& o cancer de utero ocupa a segunda posi¢cdo como 0 mais incidente nas
Regides Norte (21,20/100 mil), Nordeste (17,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,92/100
mil). Ja na Regiao Sul (17,48/100 mil), ocupa a quarta posi¢do e, na Regido Sudeste
(12,01/100 mil), a quinta posicao (Tabelas 4, 12, 22, 27 e 32).

O céancer de mama (Figura 7) € um problema relevante para a saude das
mulheres no Brasil e no mundo, sendo a maior causa de mortalidade entre os tipos de
canceres atingindo cerca de 1 em 8 mulheres e estima-se que avance para 66.280 casos
novos para cada ano do triénio 2020-2022 (INCA, 2019). Cerca de 1/3 das mulheres
com cancer de mama desenvolvem a doenga metastatica, que é fator central da sobrevida
global e qualidade de vida (ANASTASIADI et al.; 2017; AAMIR AHMAD, 2019).
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Figura 7. A mama: estrutura, fatores de risco e estagios do desenvolvimento do cancer.
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(A) Esquema da mama humana destacando unidades lobulares ductais terminais (TDLU s), o local de
origem em varios canceres de mama. (B) Alguns dos principais fatores de risco subjacentes ao status
de alto risco para cancer de mama. (C) Esquema de um corte transversal ductal, representando a
progressao do cancer de mama de epitélio bicamada normal para hiperplasia, para hiperplasia com
atipia, para carcinoma ductal in situ e, finalmente, para doenca invasiva. Adaptado de Tharmapalan et
al., (2019).
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2.4.3 Tratamento do cancer

As estratégias de tratamento mais utilizadas para o cancer envolvem cirurgia,
quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia, terapia-alvo, medicina personalizada,
transplante de medula e imunoterapia (INCA, 2018). Além disso, existem vacinas
contra o cancer como forma profilatica ou terapéutica, que entrega os antigenos
tumorais as células apresentadoras de antigenos (APCs) e assim, ativar o sistema
imunoldgico do hospedeiro. Estas vacinas sao constituidas de acidos nucleicos(DNA
e RNA), peptideos, proteinas recombinantes, vetores microbianos, células
apresentadoras de antigenos manipuladas (APCs), células tumorais autblogas e
adjuvantes (INCA, 2018; DADAR et al., 2018; MAENG; BERZOFSKY, 2019; FISUSI;
AKALA, 2019; PEIXOTO, 2021).

Todavia, a falta de seletividade para as células tumorais, o surgimento de
células cancerigenas-farmaco resistente, e os fortes efeitos adversos, tém sido uma
preocupacao constante da terapia medicamentosa (SETON-ROGERS, 2013), além
do fato que nem todos os tumores respondem aos tratamentos, limitando a eficacia
terapéutica tanto para tumores primarios quanto para metastases (PRENDERGAST
et al., 2018). Outro desafio é o tratamento que geralmente inclui cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal, imunoterapia (PALUMBO et al., 2013).

2.5 Substancias antioxidantes

As substancias antioxidantes tém sido alternativas como fontes naturais para o
tratamento de varias doengas. Os antioxidantes s&o substancia que reduzem a
velocidade de oxidagcdo através de mecanismos que incluem a inibicao de radicais
livres. Os radicais livres sao resultados de processos fisiolégicos realizados pelas
organelas celulares como reticulo endoplasmatico, peroxissomos, lisossomos,
membranas, nucleos e mitocondrias. Esses processos séo realizados pelas reacoes
oxidacao-reducao gerando os radicais livres os quais participam de algumas fung¢des
como a fagocitose de patdgenos. Entretanto, o excesso dos radicais livres induz o
estresse oxidativo, bem como, o desencadeamento de varias doengas como o cancer,
diabete, aterosclerose, doenca degenerativa como Alzheimer e Parkinson (ALVES et
al., 2020).
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Geralmente as células sofrem danos na presenca de dos radicais livres. Para
impedir esses danos, substancias com atividade antioxidante podem agir diretamente
sobre o0s danos neutralizando os radicais livres e, indiretamente através de sistemas
enzimaticos. As substancias antioxidantes sdo classificadas como enzimaticas
constituidas por varias enzimas, como por exemplo, a (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx) e, ndo enzimaticos como os compostos fendlicos,
vitaminas (C, A e E), minerais, pigmentos naturais, carotenoides entre outros
compostos (KUMAR et al., 2012; SUN et al., 2018).

Nos metabdlitos secundarios sao identificadas varias classes de compostos
com atividade antioxidante. As classes mais citadas s&o: flavonoides, flavonas,
alcaloides, esteroides, terpenoides, quinonas, fenilpropanoide, isocumarinas, ligninas,
fenodis (VERMA; LAL; DEBNATH DAS, 2017; TELES et al., 2020).

2.6 Microrganismos

2.6.1 Bactérias

As bactérias sdo organismos procariontes, unicelulares, composta por uma
membrana externa, parede celular (Figura 8). Apresenta-se em trés formas basicas
cocos, bacilos e espirais. De acordo com a composicao quimica da parede, as
bactérias sédo dividida em gram-positivas e gram-negativas, (PAJERSKI et al., 2019).

A parede das bactérias gram-positivas é espessa (Figura 8), constituida por
cerca 90% de peptidoglicano, parede de &cido teicdico e &cido lipoteicoico. Nas
bactérias gram-negativas a parede é constituida por uma camada delgada de
peptidoglicano, situada entre a célula e a membrana externa, existe o espaco
periplasmatico (MALANOVIC; LOHNER, 2016).
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Figura 8. Diferencas entre as paredes das células bacterianas Gram-positivas e Gram-
negativas.
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Adaptado de Malavovic; Lohne (2010)

2.6.1. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva, faz parte da
microbiota normal. Apesar disso continua sendo um dos mais importante patégeno
humano como agente etioldgico de uma variedade de manifestacbes clinicas
infecciosas. Além disso, é comumente transmitido no ambiente hospitalar, na
comunidade, e o tratamento, até 0 momento, continua sendo um desafio em funcéo
do aparecimento de cepas multirresistentes (LEE et al., 2016).

Em 1961, Jevons descreveu pela primeira vez a cepa de S. aureus resistente
(Figura 9) ao antibiético sintético Celbenin. Posteriormente novos casos surgiram
como por exemplo: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA),
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina associados aos cuidados de satide
(HA-MRSA) e Staphylococcus aureus resistentes a vancomcina (VRSA). Sabe-se que
0 mecanismo de resisténcia esta relacionado as alteragdes das proteinas ligadoras
de Penicilina (PBP), essa proteina pelo gene MecA, que transporta um elemento
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genético mével denominado cassete cromossdmico estafilococico (SSCmec) o
mesmo mecanismo também induz a resisténcia a vancomicina (VRSA)
(HANZELMANN et al., 2016).

Figura 9. Mecanismo de agao dos antibidticos em S. aureus os antibioticos. Verde-
antibioticos existentes; Azul: os novos antibiéticos aprovados e disponiveis; Laranja os antibidticos
em desenvolvimento.
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Adaptado Lee et al. (2013).

2.6.2 Escherichia coli

O género Escherichia faz parte da familia Enterobactericeae. Este género é
representado por cepas que colonizam o intestino dos mamiferos constituindo parte
da sua microbiota normal (COSTA; CARDOSO, 2020).

A espécie Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa (Figura 11).
Representa um importante grupo com subespécies potencialmente virulenta
associada aos quadros diarreicos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroivasiva (EIEC), E. coli shigatoxigénica (ECST),
E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli aderente difusa (ECAD) e E. coli aderente
invasora (DAEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC) (MARQUEZ; BARRERA; DIAS,
2019) .

Todas as variantes de E. coli podem infectar diferentes sitios extra intestinais
como: vias urinarias, pulmdes, pele, meninges, vesicula biliar, bem como, formar
biofilme em dispositivos médicos invasivos (SERVIN, 2014).
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2.6.3. Género Candida

O género Candida é constituido por 150 espécies, mas algumas sao mais
frequentes como patégeno humano: Candida albicans e Candida nao-albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. krusei e C. parapsilosis (CERNAKOVA et al.,
2019).

A C. albicans faz parte da microbiota normal de individuos saudaveis e
frequentemente € isolada de infecgbes oportunistas, principalmente, de individuos
imunodeprimidos tais como os pacientes com céancer, transplantados, diabéticos,
pacientes em pos-operatério, pacientes em antibioticoterapia, individuos em
tratamento imunossupressor e gestantes (SANTOS; VIEIRA, 2017).

Diferente de C. albicans, a C. krusei é considerada um comensal transitério
da mucosa humana e frequentemente esta associada a candidiases de individuos
saudaveis e imunocomprometidos. A infeccdo por C. krusei em pacientes
imunocomprometidos evoluem para candidiase sistémica e geralmente chegam a
obito (JAMIU et la., 2020).

Muitos fatores contribuem para a instalacdo do quadro infeccioso como:
desequilibrio do organismo como a mudanca de pH, estresse, uso de medicamentos,
obesidade. Além disso, o uso de cateter urinario, cateter venoso central, sonda
nasogastrica, facilitam nos pacientes internados, a colonizagdo e permanéncia das
espécies de Candida no organismo devido o desenvolvimento de biofilme nessas
superficies abitticas. (Figura 11) (DADAR et al., 2018).

O Biofilme é uma comunidade de microrganismos organizado e incorporado
a uma matriz exopolimérica que tem funcao de proteger a comunidade microbiana
(LOHSE et al., 2018). A formacéao do Biofilme é um fenémeno sequencial que comega
com o processo de adesdo, seguido da maturacdo e proliferacdo das células
leveduriformes (Figura 10). Nessa estrutura, observa-se o desenvolvimento de
pseudohifas, e hifas que alongam e proliferam formando uma camada com células
plancténicas e confere as espécies de Candida a sobrevivéncia e protecdo em
diversos ambientes (WALL et al., 2019). Devido a expressao de bomba de efluxo no
biofilme, a resisténcia aos antifungicos pelas espécies de Candida tem aumentado
nos ultimos anos (SILVA et al., 2017).
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Figura 10. Esquema geral dos mecanismos descritos como envolvidos na resisténcia do
biofilme de espécies de Candida.
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Adaptado de Silva et al., ( 2017).

2.6.4 Resisténcias ao antimicrobianos

A resisténcia aos antibidticos e antifungicos é um problema global. Aumenta
o risco de morte dos pacientes com infecgdes fungicas e bacterianas principalmente
associada as doencas crénicas como o cancer. Investigar a atividade microbiana
metabolitos secundarios de fungos, permite um avango com novas perspectivas para
reduzir o aparecimento de cepas multirresistentes. Antibiéticos e Antifungicos séo
substancias naturais ou sintéticas com a¢ao no metabolismo do microrganismo, nas
estruturas celulares e sintese da (ALMEIDA et al., 2020).

O mecanismo de acdo dos antibidticos baseia-se em atingir a estrutura
fisiolégica e quimica da célula bacteriana inibindo o seu crescimento ou causando a
morte. Cinco alvos podem ser atingidos: a parede celular, membrana celular, a sintese
de proteinas, a sintese de DNA e RNA e o metabolismo do acido félico (Figura 11).
No entanto, a presséo seletiva dos antimicrobiano estimula uma resposta bacteriana
desencadeando uma série de mutacdes que refletem na resisténcia natural aos
antibiéticos (WRIGTH, 2010). Tais resposta é mediada pela producéo varias enzimas

que inativam os antibidticos, assim, a célula bacteriana utiliza de mecanismo
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intrinsecos para a biossintese de elementos que alteram sua estrutura celular e
genética modificando seus proprios alvos. (KIM; MILHEIRICO;TOMASZ, 2017).

Figura 11. Alvos antibiéticos e mecanismos de resisténcia
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A resisténcia antifungica € um problema emergente que avanca de forma
global e influencia na manipulacéo do paciente, bem como na sua evolucao clinica.
Geralmente a ineficacia da terapéutica antifingica ocorre mediante a incapacidade do
paciente de responder a um ou mais de um antifungico (PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017) contribuindo assim, para a
disseminagdo das espécies de Candida, em particular C. albicans e C. krusei
resistentes aos azois, equinocandinas, polienos, alilaminas e analogos de
nucleosideos (JAMIU et al., 2021).

De acordo com Bhattacharya; Sae-Tia; Sries, (2020) os mecanismos de
resisténcias das espécies de Candida (Figura 12) que contribuem para a falha do
tratamento sdo: biodisponibilidade das drogas em diferentes sitios de infeccao;
resposta imune do hospedeiro; formacdo de biofiime; a farmacocinética do
medicamento, gravidade da infeccdo e efeitos colaterais as drogas antifingicas,
destacando-se Os mecanismo moleculares como, superexpressao de
transportadores de membrana, composicdo da parede celular, biossintese de
ergosterol, também estdo associados a evolugdo da resisténcia
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antifingica(TSCHERNER; SCHWARZMULLER; KUCHLER, 2011; ROCHA et al.,

2021).

Figura 12 Representacéo esquematica dos principais mecanismos de resisténcia do género
Candida aos antifingicos.
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3.0BJETIVOS
3.1 Geral
Avaliar a atividade antioxidante, antitumoral e antimicrobiana dos metabdlitos de dois

isolados do género Fusarium.

3.2 Especificos

e Identificar a espécie do género Fusarium por taxonomia classica e biologia
molecular;

e Realizar a identificagdo quimica dos metabdlitos fungicos;

e Determinar a atividade antioxidante pelo método DPPH,;

e Avaliar atividade citotéxica dos metabdlitos frente as linhagens tumorais MCF-7
(Adenocarcinoma de mama) e PNT (prdstata normal);

e Analisar antimicrobiana frente cepas de E. coli; S. aureus, C. albicans e C. Kkrusei.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Screening do estudo

Figura 13. Fluxograma do experimento: producao dos extratos metabdlicos de
Fusarium oxysporum e Fusarium solani.
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4.2. Cepas fungicas e bacterianas utilizadas no estudo

4.2.1 Preparo das amostras

As espécies do género Fusarium, sendo uma cepa padrao IOC 3898
Fusarium oxysporum cedida pelo Instituto Oswaldo Cruz e outra Fusarium solani
isolada do ar. As cepas foram repicadas em Agar Sabouraud-Dextrose (SDA) e
incubados a 25°C por 7 dias. Ap6s o periodo de crescimento foi realizada a
analise macroscépica como: textura e coloragédo do anverso e reverso de cada
colénia. Para as caracteristicas microscépicas utilizou-se a técnica de
microcultivo, seguindo os protocolos ja existentes no Laboratério de Micologia
do NIBA/DEPAT/ CCBS/UFMA.

Para os ensaios antimicrobianos utilizam-se as cepas padronizadas de
Candida albicans ATCC 14053, Candida krusei ATCC 6258, Escherichia coli
ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 29213 todos da colecao de Fungos
da Universidade Federal do Maranhao no NIBA/DEPAT/CCBS (Figura 14).

Figura 14. Cepas fungicas e bacterianas utilizadas nesse estudo.

A — Fusarium oxysporum; B- Cepa de Fusarium solani; C- Candida krusei ATCC 6258; D-
Candida albicans ATCC 14053; E- Escherichia coli ATCC 25922; F- Staphylococcus aureus
ATCC 29213.

Fonte: Autora.
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4.2.2 Identificacao por biologia molecular

4.2.2.1 Desenho de Primers

Apos determinagédo das espécies que seriam utilizadas nesse estudo,
foram selecionados os arquivos das sequéncias em formato fasta disponiveis no
banco de dados GenBank.

Alguns parametros foram determinados para a escolha das sequéncias
que amplificariam os genes: tamanho dos primers, temperatura, conteido GC e
repeticoes, especificidade, entre outros (Tabela 3). O software utilizado para o
desenho dos primers foi 0 Primer 3.

Tabela 3 - Sequéncia de primers espécie-especifico e pares de base.

Primers Sequéncia Amplicon
FOX F: 5- ATGCGTTTCCTTCTGCTTATC -3' 182.3 pb
R: 5- AGGTGCGACATCAATGACAG-3' 205.2 pb
FSOL F:5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’ 179 pb
R:5-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’ 178.6 pb

F= forward; R=reverse; FOX = Fusarium oxysporum; FSOL= Fusarium solani; pb=

pares de base.

4.2.2.3 Extracao de DNA

As cepas foram colocadas em tubos Falcon contendo esférulas de vidro
e dissolvidas em lysis fungal solution (LFS) 1%. Foram agitadas em vortex por 5
minutos e colocadas em banho-maria a 65°C por uma hora. Foram adicionados
500 ul de tampéao de lise e novamente agitadas em vodrtex por 40 segundos. As
amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 13.000 rpm.

Foram adicionados 275 ul de acetato de amoénio (pH 7) e as amostras
foram incubadas por 5 minutos em banho-maria a 65°C. ApOs esse
procedimento, foram incubadas em gelo por 5 minutos. Foram adicionados 500
ul de fenol cloroférmio e as amostras centrifugadas por 3 minutos a 13.000 rpm.
600 pl do sobrenadante foram transferidos para um novo microtubos de 2mL e
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adicionou-se 1 ml de alcool isopropilico. Apds agitacido em vortex por 5 minutos
o sobrenadante foi descartado.

Foram adicionados 400 pl de etanol 70% e posterior centrifugacao por 5
min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado por decantacdo sobre um
papel de filtro. Apds 24 horas as amostras foram dissolvidas em 50 ul de H20
ultrapura e incubadas por 20 minutos a 37°C. As amostras foram armazenadas
a -20°C.

Posteriormente, as amostras foram quantificadas. A pureza e a
concentracdo do DNA foram determinadas por meio do espectrofotdmetro
NanoDrop 2000/2000c UV-Vis da Thermo Scientific™. Quando as relagdes entre
as densidades o6pticas, A260/A280, foi igual ou maior que 1.7, o material foi

considerado puro.

4.2.2.4 Reacao da cadeia em polimerase (PCR)

As amplificagbes tiveram um volume final de 25 pl contendo DNA, dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP e dTTP), tampao 1x, cada primers (forward e reverse),
MgClz e enzima Taq polimerase. As reagdes foram conduzidas em termociclador
PCR 2720 Applied Biosystems. Para analise molecular seréo utilizados primers
da regidao do espacador interno transcrito (ITS). Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese para verificar se houve amplificacéo (Tabela 4).

Tabela 4 - Descri¢do dos ciclos de PCR realizados para espécies de Fusarium.

Desnaturacao Ciclos Extensao
94 °C/5min 36 x (94 °C 60s / 60°C 72°C / 5
60s / 72°C 30s) min
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4.2.2.4 Eletroforese

Para a realizagc&o da eletroforese, foi pesado 1g de agarose. Em
uma proveta foram medidos 40 mL de TBE 1X. A agarose foi entdo dissolvida
em TBE 1X no Erlernmyer que teve sua saida coberta com filamento. Essa
solucao foi levada ao micro-ondas por 1 minuto e 30 segundos. Ao término do
tempo, o Erlenmeyer foi mexido vagarosamente até que a agarose fosse
completamente dissolvida.

A solugdo foi aquecida novamente por 20 segundos. Foi
acrescentado 3 ul de brometo de etidio a solucao de agarose. Foi despejado na
cuba todo o volume da solugcdo de agarose. Essa solucdo foi deixada
polimerizando por 12 minutos.

Apés essas etapas, foram misturados 5 ul de cada produto de
PCR e 3,5 ul do corante BluedJuice™ Gel Loading Buffer (10X) (Thermo Fisher
Scientific). Em seguida, foram pipetados 8 ul dos volumes de cada uma das
amostras nos pocos do gel e 3 ul de marcador Ladder separadamente. As
amostras foram entao submetidas a eletroforese em gel agarose a 2% a 90 V
por 40 minutos em TBE 1X. Os produtos foram avaliados em transluminador

quanto a sua quantidade e qualidade.

4.3 Obtencao dos metabolitos das espécies de Fusarium

O preparo dos metabdlitos secundérios (figura 15) foi realizado
adicionando-se pequenos discos dos micélios, de aproximadamente 6 mm, em
Erlenmeyer de 1.000 mL contendo 500 mL de Caldo Sabouraud Dextrose e
incubados para fermentagdo durante 22 dias a 25 °C. Em seguida, o caldo
fermentado foi separado da biomassa micelial, pelo processo de filtracdo. No
caldo fermentado foi adicionado Etanol PA na proporcao 1:2 deixado por um
periodo de 24h, sendo filtrado e concentrado em evaporador rotatério a 45°C.
Para obtengcdo do metabodlito de média/alta polaridade dos metabdlitos
produzidos pelo fungo, foi adicionado no metabdlito concentrado acetato de etila
(AcOEt) e particionado, apos 24 horas, em funil de separagdo, separou-se a
fase organica da fase aquosa, em seguida a fase organica foi concentrada em
evaporador rotatério, liofilizada e originado o extrato de (AcOEt).
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Figura 15. Procedimento para extragdo do metabdlito secundario de duas espécies do
género Fusarium
SRR,

A- Cultura de F. solani em meio sélido; B-cultura de F. solani; C-solvente; D-
Separacao da fase aquosa; E- Rotaevaporador; F-extrato obtido.
B- Fonte: Autora.

4.4. Caracterizacao quimica do metabdlito secundario de Fusarium solani

e F. oxysporum

4.4.1. Determinacao das classes quimicas dos metabdlicos

Os metabolitos foram submetidos a testes quimicos qualitativos
baseados na metodologia apresentada por Matos (2009), para deteccao de
fendis e taninos (reagcdo com cloreto férrico); antocianinas, antocianidinas,
flavonoides, catequinas e flavanonas (variagao de pH utilizando acido cloridrico
e hidréxido de sodio); flavondis, flavanonas, flavondis e xantonas (reagdo com
magnésio metalico e acido cloridrico concentrado).

Os resultados obtidos em cada ensaio foram avaliados qualitativamente
através de reacb6es no desprendimento de coloragdes e na formacdo de
precipitado. O teste de cruz foi adotado para determinacdo da Reacao forte
(+++), média (++), fraca (+) e ausente (-) da classe quimica avaliada, conforme
Matos (2009). A determinacédo de fendlicos totais nos metabdlitos foi realizado
através do método de Folin-Ciocalteu. Os resultados dos metabdlitos foram
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comparados com a curva padrdao do acido tanico, baseando-se em
procedimentos descritos por Teles (2020).

O teor de fendlicos totais, foi determinado adicionando-se 0,5 mL de
cada amostra de metabdlito na concentracdo de 1000 pg/mL. Os mesmos foram
adicionados a 2,5 mL da solugdo de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) e 2,0 mL de
solucdo de carbonato de sédio 4% (m/v). A mistura permaneceu em repouso ao
abrigo da luz por 30 minutos. As leituras das absorbancias a 760 nm foram
realizadas com cubeta de quartzo, em espectrofotdmetro. O equipamento foi
aferido (“zerado”) utilizando etanol P.A. Os ensaios foram realizados em
triplicata. Apoés a leitura, calculou-se o teor de fendlicos totais de cada metabdlito
utilizando-se a equacao de regressdo y = 0,006x + 0,006, (R?= 0,999), obtida
pela curva de calibracao do acido tanico.

A determinacéao de flavonoides totais foi realizada por regressao linear
com comparagao da curva padrao de quercetina nas concentragdes entre 5 a 60
mg/mL, logo depois foi verificado a absorbancia de 200 pL de cloreto de aluminio
a 5% (m/v) em 3 mL do metabdlito na concentragdo de 2000 pug/mL deixados a
trinta minutos em ambiente escuro, apds esse tempo as amostras foram lidas
contra um branco (solugao de 3 mL de agua purificada com 200 L de cloreto de
aluminio 5%). A leitura foi realizada em Espectrofotdmetro a 425 nm. As analises
foram realizadas em triplicata. Posteriormente foi calculado o teor de flavonoides
pela equacdo de regressao y= 0,0295x + 0,0936, (R2=0,995) obtida pela curva

de calibracao da quercetina.

4.4.2 Perfil cromatografico dos metabdlitos secundarios

O perfil cromatografico foi realizado em Cromatdgrafo a Gas (CG-2010)
acoplado ao Espectrdbmetro de Massas (CG-EM QP2010 Plus), ambos da
Shimadzu, - Coluna capilar ZB-WAZplus (30m x 0,25mm x 0,25um). Fluxo do
gas de arraste, Hélio numa velocidade linear de 30 cm/sec e fluxo da coluna 1,0
mL/min. Programagao do forno foi de 90 °C por 2 min com rampa de
aquecimento de 5 °C/min até 180 °C, por 5 min e 240 °C, com aquecimento de
10 °C/min, permanecendo até 4 min. Temperatura do injetor e da fonte de ions
de 250 °C e 200 °C, respectivamente. O modo de injecao Split com razao de
1/50. Tempo de Corrida 35 min. Modo de aquisi¢ao: full Scan— m/z de 35 a 500.
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A ldentificacao foi realizada por normalizacdo das areas dos picos, Biblioteca do
Equipamento NIST08 (National Institute of Standards and Technology). Esta
andlise foi realizada em parceria com o Nucleo de Combustiveis, Catélise e
Ambiental (NCCA) da Universidade Federal do Maranhao.

4.5. Atividade antioxidante

A atividade Antioxidante (figura 16) foi avaliada com base na capacidade
sequestradora do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) por meio de
reacdo pela acédo dos antioxidantes presentes na amostra, de acordo com a
metodologia descrita Brand-Willians e Berset (1995) com modificagées segundo
(TELES et al.,, 2020). Uma aliquota (30uL) das amostras dos metabdlitos
secundarios, foram misturadas com 3,0 mL de solucdo de DPPH na
concentragdo de 40 uyg/mL'. Foram preparadas da mesma forma as solugdes
denominadas controle, porém substituindo-se 30uL da amostra por etanol. A
solugdo denominada Branco foi utilizada solvente etanol PA. Apds 30 minutos
de incubagcdo em temperatura ambiente, o grau de descoloragdo do radical
DPPH foi medido através da leitura da absorbancia em um espectrofotémetro no
comprimento de onda de 517 nm. As absorbéancias obtidas foram convertidas em
porcentagem de atividade antioxidante (AA%) através da equacdo descrita
abaixo (MENSOR et al, 2001

AA%=100{[Absa-Absb) x 100]+Absc}

Onde: AA%: atividade antioxidante em porcentagem; Absa: absorbancia da
amostra (metabdlito secundario); Absb: absorbancia do branco; Absc:
absorbancia do controle.

Figura 16. Ensaio de atividade antioxidante dos metabdlitos secundario de F.
oxysporum e F. solani pelo método DPPH.
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4.6 Atividade citotoxica

4.6.1 Linhagens tumorais

A atividade dos metabdlitos secundarios de F. oxysporum e F. solani
avaliada nas células tumorais humanas de adenocarcinoma mamario - MCF7 e
célula normal de préstata- PNT Laboratorio de Cultura de Célula (LCC) do
Programa de P6s-graduagdo em Saude do Adulto. As linhagens foram mantidas
em meio de cultivo conforme o respectivo protocolo da AmericamType Cultue
Collection.

4.6.3 Citotoxicidade determinada pelo meétodo do MTT (diferentes
concentracdes do metabdlito secundario)

As células foram mantidas em garrafa de cultura até a formacéao e
fechamento da monocamada, em seguida serdo tripsinizadas e separadas em
tubo falcon imersos em gelo. O numero de células sera contado em camara de
Neubauer a partir de uma diluicao de 1:2 de suspenséao celular (10uL suspensao
celular + 10 pL de tripan azul).

As células foram cultivadas em placa de 96 pocos por 24 horas para
formar a monocamada. Foram adicionados100 pL da solu¢gdo com densidade de
inoculacao conforme a linhagem utilizada (1x104 — 6x104). Apds 24hs, foram
adicionados 100 uL das concentragcbes do metabdlito secundario em diferentes
concentragdes de 31,2 até 1000ug/mL, em triplicata. Apds 24 e 48 horas de
tratamento, 200 pL de meio novo contendo 10 yL MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) foi adicionado a cultura. As células foram
reincubadas em estufa de CO2 por 3 horas protegidas da luz.

Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 1200 rpm, por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 100 pL de DMSO
(dimetilsulfoxido) foram adicionados a cada pogo. A leitura foi realizada em um
espectrofotdmetro de placa Spectra Max 190 (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, EUA) utilizando um comprimento de onda de 538 nm.
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4.7 Atividades Biologicas dos metabdlitos secundarios

In6culos de E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, Candida
albicans ATCC 14053 e Candida krusei ATCC6253 foram preparados pela
transferéncia de 2 a 3 colbénias para tubos contendo 3 ml de solugdo salina
estéril. Posteriormente, foram padronizados comparando suas absorbancias
com a absorbancia da escala 0,5 de MacFarland (1x108 UFC / ml) em um leitor
de microplacas ELISA (Biotek). Para as leveduras Candida albicans ATCC
14053 e Candida krusei ATCC6253, foi realizado o mesmo procedimento,
porém, foi feita uma diluicdo 1:50 com Braind and Heart Infusion Broth (BHI) para
obter uma suspenséao contendo aproximadamente 5,0 x 102 a 2,5 x 103 células
por ml, de acordo com o (CLSI, 2015).

Nas microplacas de 96 pocgos (Figura 17), 180 ul de solugdo de
metabolito em caldo BHI para as bactérias e RPMI 1640 para leveduras em
diferentes concentracdes (32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,0625 ug / mL)
foram dispensados nos pocos, respectivamente. Em seguida, foram adicionados
aos pocgos 20 L do indculo das bactérias e fungos testados (CLSI et al., 2015
com adaptagdes). Os controles positivos foram preparados dispensando 180 pl
de gentamicina a uma concentragdo de 10 pg / ml (para bactérias gram-
negativas), vancomicina a 8 ug / ml (para bactérias Gram-positivas) e
anfotericina B a 16 yg / ml (para as leveduras), e em seguida foram adicionados
20 ul do inéculo dos microrganismos testados a seis pogos, respectivamente. Os
controles negativos consistiram em 180 pl de caldo Mueller-Hinton, para a
bactéria, e RPMI1640 para os fungos e 20 ul de caldo bacteriano e fungico. As
microplacas foram entdo incubadas a 37 ° C durante 24 horas. Apds a incubacéao,
a absorbancia foi medida a 500 nm em um leitor de microplacas Biotek. As
porcentagens de inibicdo do crescimento em diferentes concentracbes do
metabdlito para cada microrganismo foram calculadas:

% De inibicao de crescimento = [1- (Ac/ A0)] x 100

onde Ac representa a absorbancia do pogo com o metabdlito em uma dada concentragao do
metabdlito percentual foi calculado e plotado com as concentragdes testadas para proporcionar
a concentragéo que inibiu 50% do crescimento (IC50).



Figura 17. Ensaio de microdiluicdo em placa de 96 pocos.
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4.8. Analise estatistica

Para andlise estatistica dos dados, foi realizado o teste one-way analise de
variancia (ANOVA), seguido pelos pos-testes de Tukey's. As diferengas foram
consideradas significativas quando o p<0,05. O programa utilizado para a
realizacdo da anadlise estatistica foi o GraphPad Prisma (versao 9.0)

Para determinagdo de fendis totais, flavonoides totais e atividade

antioxidante foi realizado o teste de regressao linear.
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5. RESULTADOS

5.1 Taxonomia de Fusarium solani isolado do Ar e identificacdo por biologia
molecular.

Um espécime do género Fusariumisolado do ar da Universidade Federal
do Maranhdo foi objeto de estudo nesta pesquisa. A colbnia apresentou
caracteristica algodonosa, crescimento rapido variando entre 4 a 5 dias,
inicialmente branca. Entre 5 a 7 dias a colénia apresentou pigmento variando de
salmao (Fig. 18: A, B, C e D). Na microscopia observa-se macroconidios
fusiforme, curvo contendo entre 3 a 5 septos; clamidésporos hialinos, globosos,
de paredes lisas e rugosas, isolados e em pares em ramos curtos de hifas
laterais ou intercalares (Fig. 18: E, F e G).

As caracteristicas as morfoldgicas observadas ao microscépio foram
compativeis com a espécie Fusarium solani.

Figura 18. Macroscopia e microscopia de Fusarium solaniisolado do ar.

A e B — Cultura em tubo em meio Agar Sabouraud; C e D — Cultura em placa em meio Agar
Sabouraud; E, F e G- Microcultivo 40X microscoépio Bioptika B20.
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A andlise por PCR mostrou que o isolado do ar foi compativel com
Fusarium solani (Figura 19).

Figura 19. Gel de eletroforese visualizado em transluminador demonstrando a amplificacao
das amostras selecionadas.

£
S
S
2
3
o
u

5.2 Analise das atividades antioxidante, antitumoral e antimicrobiana dos
do metabdlito das espécies de Fusarium

Os metabolitos de F. oxysporum e de Fusarium solani foram submetidos
a analise das classes quimicas, espectrometria e atividades: antioxidante,
antitumoral contra células MCF-7 (adenocarcinoma de mama) células PNT
(célula normal de préstata), antifingica contra as espécies de C. albicans e C.
krusei e antibacteriana contra E. coli e S. aureus. Os dados estao descritos em

tabelas e figuras abaixo.
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5.2.1 Atividade antioxidante

Na tabela 5 e na figura 20 estdo os valores da concentracao eficiente ou
CES50% representando a concentragdo da amostra necessaria para sequestrar
50% dos radicais DPPH como pode ser e Tabela 5.

Tabela 5. Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH, expressa como CEsy,

Metaboélito de fungo DPPH CEso (ug/mL)
Fusarium oxysporum 764,964
Fusarium solani 616,2865

Fonte: Autora

A Figura 20, descreve a atividade antioxidante (%) e a concentracado do
metabdlito secundario de Fusarium solani. (A) e F. oxysporum (B) pelo método
DPPH. Nota-se na figura 20 os valores pela equacao da reta (y = 0,0326x +
32,195), com um R?=0,990, para Fusarium solani, enquanto que a equagéo da
reta (y = 0,0278x + 28,734), com um R?=0,971 para Fusarium oxysporum.

Observa-se que o metabdlito de F. oxysporum forneceu um CEso de
764,964 ug/mL" ja o metabolito de Fusarium solani. CEso de 616,2865 ug. mL"
que € a concentracdo da suspensado do metabdlito necessaria para atingir 50%
de atividade antioxidante. De acordo com a Figura 21 o metabdlito demonstrou

atividade antioxidante.

Figura 20. Curva da porcentagem de atividade antioxidante dos metabdlitos secundérios de
Fusarium solani isolado do ar e Fusarium oxysporum.
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5.2.2 Determinacao das classes quimicas nos metabdlitos secundarios

Nos dois metabolitos secundarios de Fusarium solani e F. oxysporum
foram identificadas as classes quimicas compativeis com fendis, alcaloides e
flavonoides os mais representativos (Tabela 6). Esses dados demonstram que
os metabdlitos tém alta efetividade na extragdo das classes quimicas testadas.
No entanto, nota-se que o metabdlito de Fusarium solani apresentou reagéo forte
para presenca de fenbis e média para alcaloides, enquanto que o de F.
oxysporum apresentou a reacdo meédia para as classes Fendis, Flavonas,
Flavonédis, Xantonas e Flavononas. E s6 foi verificado a presenca de
Triterpendides pentaciclicos livres no metabdlito secundario de Fusarium solani.

Tabela 6. Classes de quimicas presentes nos metabolitos secundarios de F. oxysporum e F.
solani.

Classes de metabolitos Metabdlito Metabdlito
F. oxysporum Fusarium solani

Fendis ++ +++
Alcaloides + ++
Taninos condensados + +
Taninos hidrolisaveis + +
Flavonas, flavonoéis e xantonas ++ +
Chaconas e auronas + +
Catequinas + +
Flavononas ++ +
Triterpendides pentaciclicos livres - +

Saponinas + +
Reacéo forte (+++), média (++), fraca (+) e ausente (-), segundo Matos (2009),
Fonte: Autora

5.2.1 Teor Fendlico totais

Com relagéo ao teor de compostos fendlicos totais nos dois metabdlitos
foi observado uma variagédo de 84,22 a 88,52 mg EAT.g' (Tabela 7).

Tabela 7. Teor de Fendlicos presentes nos metabdlitos secundarios de F. oxysporum e F. solani.
metabolito de

Fendlicos (mg EAT.g™")

fungos
Fusarium solani. 88,52174
Fusarium oxysporum 84,22222

EAT: equivalente acido tanico. Fonte: Autora
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5.2.2 Teor de Flavonoides totais

O teor de flavonoides totais dos metabdlitos variou de 0,819 a 1,011 mg
EQ. g’ (Tabela 8).

Tabela 8. Teor de Flavonoides totais presentes nos metabdlitos secundarios de F. oxysporum
e F. solani.

Metabdlito de fungos  Flavonoides (mg EQ.g™")
Fusarium solani 0,819931
Fusarium oxysporum 1,011494

Fonte: Autora

5.3 Perfil cromatografico do metabdlito secundario de F. solani

O perfil cromatografico da fracdo acetato de etila do metabdlito de

Fusarium solani como demonstrado abaixo (Figura 21).

Figura 21. Perfil cromatogréfico da fragdo acetato de etila do metabdlito secundario de
Fusarium solani. Fragao acetato de etila
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O perfil cromatografico de Fusarium solanirevelou a presenca de varios
compostos quimicos, dentre os quais destacam-se 4-(2-Hydroxyethyl) phenol, L-
Proline, N-valeryl, heptadecyl, Hexadecanoic acid methyl éster, 9-Octadecenoic

acid (Z)-methyl éster como majoritarios (Tabela 9).
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Tabela 9. Compostos identificados no metabdlito secundario Fusarium solani -Biblioteca NIST08.

Fracao acetato de etila.

Compostos quimicos identificados Picos
4-(2-Hydroxyethyl) phenol 01
Acetamide,N-(2-phenylethyl 02
L-Proline, N-valeryl, heptadecyl éster 03
Hexadecanoic acid methyl éster 04
9-Octadecenoic acid(Z)-methyl éster 05
Octadecanoic acid, methyl éster (estearato de 06
metila)

9-Octadecenamida, (Z)-Oleic acid amida 07

Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione,

(phenylmethyl)-

hexadro-3- 08

% de area Tr (min)
2,90 12.273
6,7 14.291
10,39 21.934
17,99 24.941
20,03 28,964
12,18 29,405
14,97 32,456
14,57 32.612

Na Figura 22 demonstra-se os compostos quimicos identificados na

fracdo acetato de etila do metabdlito de Fusarium solani bem como suas

respectivas estruturas quimicas.

Figura 22. Compostos quimicos identificados na fragao acetato de etila do metabdlito de
Fusarium solani. Estrutura quimica identificada nesse estudo e acessada no site
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Na Figura 23 destaca-se o perfil cromatografico da fracao diclorometano

do metabdlito de Fusarium solani.

Figura 23. Perfil cromatografico da fragao diclorometano do metabolito de Fusarium

solani.
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A Tabela 10 Demonstra-se a 0os compostos quimicos identificados na

fracao diclorometano de Fusarium solani.

Tabela 10. Compostos presentes no metabolito secundario de Fusarium solani. Biblioteca
NISTO08. Fragao Diclorometano.

Compostos quimicos identificados Picos % de area Tr (min)
Benzeneacetic acid, Acetic acid, phenyl- 01 241 7.882

4-(2-Hydroxyethyl) phenol 02 37,57 12.283
N-Butylacetamide 03 7,26 12.784
Acetic acid, (p-hydroxyphenyl)- 04 0,95 15.128
Acetamide, N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]- 05 4,97 21.564
Hexadecanoic acid, methyl ester, (Palmitato de 06 7,25 24.945
metila)

9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester (Oleato de 07 12,80 28.966
Metila

Octad)ecanoic acid, methyl ester(Estearato de 08 5,04 29.406

metila)
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Na Figura 24 encontram-se os compostos quimicos identificados na

fracdo diclorometano do metabdlito de Fusarium solani, bem como suas

estruturas quimicas

Figura 24. Compostos quimicos identificados na fra¢@o diclorometano do metabdlito
secundério de Fusarium solani. Estrutura quimica identificada no site
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound (2021).
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5.3 Atividade antitumoral

O efeito citotdxico dos metabdlitos secundarios foi analisado através do
ensaio de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
em duas linhagens celulares, sendo MCF-7 derivada de um adenocarcinoma
mamario e PNT derivada de prostata normal (Figura 25).

Os dados referentes ao tratamento do metabdlito de F. oxysporum, na
viabilidade celular, mostraram um efeito proliferativo em célula de
adenocarcinoma mamario - MCF-7 na concentragdao 1000 pg/mL em 48hs, e
para célula normal de Prostata, a concentragdo de 1000 pg/mL foi citotéxico
quando comparado ao controle negativo em 48hs.

Para os metabdlitos secundario de Fusarium solani mesmo n&o sendo
significativo, houve um declinio na viabilidade celular na concentragdo 1000
ug/mL em 24hs (Figura 24A). Para as células de prdstatas, o metabdlito de
Fusarium solani ndo ocasionou reducdo da viabilidade celular nos tempos
analisados 24 e 48hs (Figura 25B).
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Figura 25. Avaliagdo da citotoxicidade dos metabdlitos secundérios de F. oxysporum e Fusarium solani em linhagens de células de adenocarcinoma mamario

MCF-7 e linhagens célula normal de préstata PNT.
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5.4. Atividade antimicrobiana dos metabdlitos secundarios

Conforme os dados obtidos, os dois metabdlitos tiveram efeito
antibacteriano (Figura 25) e antifungico (Figura 26), porém algumas variagcoes
relacionadas com relagdo ao tempo e espécies foram observadas.

No ensaio antibacteriano, percebemos que a bactéria E. coli foi sensivel
a todas as concentracdes testadas, ocorrendo reducao significativa (p<0,0001)
da viabilidade em 24 e 48hs (Figura 25 A).

Houve diferenca entre os metabdlitos para o ensaio com a bactéria gram-
positiva S. aureus. Percebe-se que o metabdlito de Fusarium oxysporum, em
24hs reduziu significativamente (P<0,0001) a viabilidade celular quando
comparado ao controle negativo em todas as concentragdes analisadas. Em
48hs também houve reducéo da viabilidade celular nas concentra¢des de 0,0625
até 8 ug/mL. Observa-se uma tendéncia de proliferagdo nas concentragdes de
16 e 32 pg/mL comparado ao controle negativo o que pode ser explicado pela
densidade dos metabdlitos analisados (Figura 26B).

Da mesma forma, foi observado que Fusarium solani em 24hs também
reduziu a viabilidade celular em todas as concentragcdes em S. aureus. Em 48hs
que houve reducao da viabilidade celular em todas as concentracoes, porém nao
houve reducao significativas nas concentracbes 16 e 32 pug/mL comparada ao
controle (Figura 26B).

Em Candida albicans, o metabdlito de Fusarium oxysporum em 24hs,
reduziu a viabilidade celular em todas as concentracdes testadas. J& em 48hs,
com excecao das concentragdes 8, 16 e 32, houve reducdo da viabilidade
celular. Para o metabdlito do Fusarium solani houve redugado significativa
(p<0.0001) em todas as concentragdes analisadas (Figura 26 A).

A respeito da Candida krusei, o metabdlito do Fusarium oxysporum
reduziu significativamente (p<0,0001) nas concentracdes 0,625 até 8 em 24hs.
E em 48hs, com excecao da concentracdo 32ug/ml, houve reducgéo significativa
(p<0,001) comparada ao controle negativo. O metabdlito do Fusarium solani, em
24hs, ocasionou da viabilidade celular em todas as concentracdes testadas, com
excecao da concentracao 32 pg/ml. Em 48hs, também houve reducao em todas
as concentragdes testadas (Figura 26 B).
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Figura 26. Atividade antibacteriana dos metabdlitos secundarios F. oxysporum e Fusarium solani em cepas de E. colie S. aureus
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Figura 27. Atividade Antifingica dos metabdlitos secundarios de F. oxysporum e Fusarium solani em cepas de C. albicans e C. krusei.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi identificado morfologicamente um isolado de Fusarium
solani que foi confirmado por PCR utilizamos primers especificos da regido ITS. As
espécies de Fusarium sao dificeis de identificar por serem semelhantes sendo
importante utilizar métodos moleculares para diferenciar os taxons (MAHMOUD;
SHEHATA, 2017). Os dois metabdlitos avaliados mostraram propriedades
antioxidantes. Estes resultados sugerem que os metabdlitos analisados podem ter
compostos com potencial para formulagdes farmacéuticas. De acordo Chowdhury e
colaboradores (2017) os compostos com propriedades antioxidantes sao capazes de
inibir ou reduzir a reacao de oxidacdo em cadeia. Também, corroboram com o estudo
realizados por Khan et al., (2018) no qual verificou que o metabdlito secundario F.
solani teve propriedade antioxidante.

Os dois metabdlitos avaliados exibiram a presenca de compostos fendlicos,
alcaloides e flavonoides, entretanto, o metabdlito secundario de Fusarium solani
apresentou maior reagdo para a presenca de fendis e média para alcaloide e a
presenga desses compostos influenciam nas atividades biolégicas. Segundo Vuolo et
al., (2019) os compostos fendlicos estdao nas categorias de fendis simples, acidos
fendlicos (derivados de acidos benzoicos e cindmico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos hidrolisaveis e condensados, naftoquinonas, antraquinonas,
biflavonoides, lignanas e de ligninas.

Dentre os compostos identificados na fragdo acetato de etila do metabdlito
secundario de F. solani, os compostos majoritarios foram 9-Octadecenoic acid (Z)-
methyl éster, Hexadecanoic acid methyl éster, 9-Octadecenamida, (Z)-Oleic acid
amida e Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexadro-3-(phenylmethyl). E na fracao
diclorometano 9-Octadecenoic acid (Z)-methyl éster, N-Butylacetamide, Acetic acid,
(p-hydroxyphenyl, Benzeneacetic acid, Acetic acid, phenyl - 4-(2-Hydroxyethyl)
phenol, Acetamide, N-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]-, Hexadecanoic acid, methyl ester,
(Palmitato de metila), 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester (Oleato de Metila),
Octadecanoic acid, methyl ester (Estearato de metila). Estudos realizados por Karkovi,
Barbari (2019) e Rani et al., (2014) sugerem que estes compostos possuem alto
potencial para diversas atividades biolégicas como antimicrobiana, antioxidante, anti-

inflamatéria e anticancer.
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Houve diferenca nos efeitos citotdéxicos entre os metabdlitos testados, a
concentragdo de 1000 pg/mL, os metabdlitos de Fusarium oxysporum teve efeito
proliferativo para MCF-7 e citotoxico para célula normal de préstata PNT.

Ja o metabdlito do Fusarium solani, a concentragao 1000 pg/mL, foi citotoxico
(mesmo nao sendo significativo) para célula MCF-7 e nao citotdéxico para célula normal
de préstata PNT. Em estudo realizado por Tadpetch et al (2015) com metabdlito de
Fusarium solani, foi verificado que o composto naftoquinona teve efeito citotéxico em
célula MCF-7.

Houve variagcbes em relacdo ao efeito antibacteriano e antifUngico nas
maiores concentragdes (32, 16, 8 pg/ml) entre as cepas testadas sugerindo, assim,
que a densidade dos metabdlitos influenciou na entrada do metabdlito na célula, ja
gue as menores concentragdes variando de 0,625 a 8 pg/ml tiveram efeito inibitorio.

O efeito do metabdlito secundario de Fusarium solani (p<0,0001) significativo
para E. coli e Candida albicans em todas as concentragdes testadas corroborando
com o estudo realizado por Kyekyeku et al., (2017) onde foi avaliado atividade de
compostos quimicos obtidos do metabdlito de Fusarium solani frente cepas
bacterianas de E. coli, S. aureus e Acinetobacter sp.

Dados semelhantes também foram constados no estudo de Ibrahim et al
(2016) no qual foi avaliada a atividade do metabdlito secundario de Fusarium
chlamydosporium contra cepas de Candida albicans, E. colie S. aureus. No presente
trabalho consta-se que os metabdlitos secundarios das duas cepas em estudo
apresentaram atividade biolégicas semelhantes as apresentadas nas literaturas.

Portanto, acredita-se que os fungos em estudo apresentam potencial
biotecnoldgico, uma vez que os metabdlitos secundarios brutos apresentaram
algumas atividades biologicas. Sugere-se estudos mais aprofundados para
comprovacao da eficacia dos mesmos.
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7. CONCLUSAO

A identificacdo taxonémica e PCR do Fusarium do ar mostrou que a espécie
isolada é Fusarium solani.

As classes quimicas presentes nos metabdlitos estudados sdo compostas
com potencial importantes.

O Perfil cromatografico revelou varios compostos citados na literatura como
potencial terapéutico do cancer destacando-se os compostos 4-(2-Hydroxyethyl)
phenol, L-Proline, N-valeryl, heptadecyl, Hexadecanoic acid methyl ester, 9-Octadecenoic
acid (Z)-methyl éster.

Fusarium solani apresentou relativa atividade antitumoral em linhagens MCF-

Os metabdlitos secundarios apresentaram atividades antioxidante,

antibacteriana e antifungica.
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