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RESUMO 

 

A utilização de produtos naturais pela humanidade, como agentes terapêuticos, é descrita 

desde primórdios da antiguidade e representam um importante aliado no tratamento de doenças. 

Com isso a busca por novas ferramentas analíticas mais robustas, com abordagem 

metabolômica se faz necessária, de forma a otimizar e acelerar a busca por novas moléculas e 

substâncias com atividade biológica promissora. Nesse contexto, esse trabalho tem como alvo 

de estudo, os fungos Fusarium solani e Purpureocillium lilacinum isolados da rizosfera de 

Senna spectabilis. Essas espécies de microrganismos apresentam muitos estudos químicos 

relatados na literatura, o que influenciou o interesse em realizar os estudos de OSMAC (One 

Strain Many Compounds). Para, assim, verificar a variação metabólica que acontece com esses 

fungos em diferentes tipos de cultivo (variando meio de cultura e agitação) incluindo o co-

cultivo. Para os extratos obtidos também foram realizados os ensaios biológicos citotóxico e 

antibacteriano. Foram utilizadas ferramentas analíticas do estado da arte como GC-MS 

(Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas) e LC-MS (Cromatografia 

Líquida acoplada a Espectrometria de Massas) fazendo uso das ferramentas de bioinformática 

Molecular Networking (ou Rede Molecular) com a plataforma GNPS (Global Natural Product 

Social Molecular Networking) e o UNIFI (Sistema de informação científica – Waters 

Corporation). A espectrometria de massas (MS) foi uma grande aliada que ajudou a demonstrar 

a variação do perfil de metabólitos desses microrganismos em diferentes cultivos, no qual foi 

possível anotar 101 metabólitos nos diferentes extratos avaliados. As substâncias presentes nos 

extratos que não puderam ser anotadas, foram purificadas levando à caracterização 5 

substâncias inéditas, sendo elas γ-pironas, α-pironas e um dipeptídeo. Uma das substâncias 

isoladas, 6-(11-(hidroxmietil)-9-metiloct-7-en-7-il)-2-metóxi-4H-piran-4-ona, foi evidenciada 

nos extratos de co-cultivo e de F. solani. Essa substância apresentou maior concentração nos 

extratos de co-cultivo de acordo com os resultados de quantificação, mostrando um outro tipo 

de evidência da OSMAC, que aumenta a produção de substâncias ao variar o tipo de cultivo. 

Portanto, a utilização de abordagens metabolômicas conseguiu guiar o estudo para 

caracterização de metabólitos inéditos, mostrando uma alternativa para abordagens 

reducionistas.  

 

Palavras-chave: Produtos Naturais. Rizosfera. Senna spectabilis. Fusarium solani. 

Purpureocillium lilacinum. Espectrometria de Massas. GNPS. UNIFI. RMN. OSMAC. 
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ABSTRACT 

 

The use of natural products by mankind, as therapeutic agents, has been described since 

ancient times and represents an important ally in the treatment of diseases. Thus, the search for 

new more robust analytical tools, with a metabolomic approach is necessary, in order to 

optimize and accelerate the search for new molecules and substances with promising biological 

activity. In this context, this study is aimed at studying Fusarium solani and Purpureocillium 

lilacinum fungi isolated from the rhizosphere of Senna spectabilis. These species of 

microorganisms have many chemical studies reported in the literature, which influenced the 

interest in carrying out the studies of OSMAC (One Strain Many Compounds). Thus, to verify 

the metabolic variation that happens with these fungi in different types of cultivation (varying 

culture medium and agitation) including co-culture. For the extracts obtained, cytotoxic and 

antibacterial biological tests were also performed. State-of-the-art analytical tools such as GC-

MS (Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry) and LC-MS (Liquid 

Chromatography coupled to Mass Spectrometry) were used alongside the bioinformatics tools 

Molecular Networking with the platform GNPS (Global Natural Product Social Molecular 

Networking) and UNIFI (Scientific Information System - Waters Corporation). Mass 

spectrometry (MS) was a great ally that helped to demonstrate the variation of the metabolites 

profile of these microorganisms in different cultures, in which it was possible to note 101 

metabolites in the different extracts evaluated. The substances present in the extracts that could 

not be annotated, were purified, leading to the characterization of 5 new substances, namely γ-

pyrones, α-pyrones and a dipeptide. One of the isolated substances, 6-(11-(hydroxymethyl)-9-

methyloct-7-en-7-yl)-2-methoxy-4H-pyran-4-one, was evidenced in the co-culture and F. 

solani extracts. This substance showed a higher concentration in co-culture extracts according 

to the quantification results, showing another type of evidence from OSMAC, which increases 

the production of substances by varying the type of cultivation. Therefore, the use of 

metabolomic approaches managed to guide the study to characterize unpublished metabolites, 

showing an alternative to reductionist approaches. 

 

Keywords: Natural Products. Rhizosphere. Senna spectabilis. Fusarium solani. 

Purpureocillium lilacinum. Mass Spectrometry. GNPS. UNIFI. NMR. OSMAC. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Uma Visão Geral sobre Produtos Naturais e sua Importância quanto aos Fungos 

 

Os produtos naturais (PN) sempre tiveram grande importância para a humanidade, tendo 

como fonte os microrganismos, plantas, organismos marinhos e etc. que são capazes de produzir 

metabólitos primários e secundários. Os metabólitos primários são importantes para o 

crescimento, desenvolvimento e reprodução do indivíduo. Já os metabólitos secundários, 

denominados produtos naturais, são interessantes principalmente no âmbito farmacêutico. Eles 

são produzidos por questões de proteção, competição e interações entre indivíduos, e são 

característicos por sua especificidade nas espécies. Ao longo dos anos, a química de produtos 

naturais vem buscando, principalmente, a descoberta de novos fármacos através desses 

metabólitos secundários (BERNARDINI et al., 2018; DIXON, 2001; PINTO et al., 2002).  

Um dos primeiros relatos sobre a utilização de produtos naturais, se deu em primórdios 

da nossa antiguidade, em 1500 a.C. na medicina egípcia através do Papiro de Ebers, que trazia 

um grau de compreensão sobre o corpo humano e o tratamento de várias doenças humanas 

através da utilização de plantas (PINTO et al., 2002).  

Sob esta ótica, a natureza foi capaz de nos fornecer diversos metabólitos secundários de 

caráter terapêutico isolados de diversas fontes; como o alcaloide indólico, vincristina (Figura 

1), isolado da planta Catharanthus roseus, que apresenta potente atividade contra vários tipos 

de câncer como linfoma, câncer colorretal, câncer de mama, neuroblastoma entre outros, e é 

um quimioterápico importante aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) desde 

1963 (NAAZ et al., 2019). Outra substância de relevância é a lovastatina (Figura 1), um 

policetídeo, isolado do fungo Aspergillus terreus, utilizado como fármaco para controle do 

colesterol através da inibição da enzima HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A) 

redutase responsável pela rota biossintética do colesterol (GOSWAMI et al., 2012), sendo 

considerado um medicamento preventivo para doenças cardiovasculares. E entre 1988 a 2003 

houveram mais de 100 milhões de prescrições médicas para utilização desse fármaco 

considerando mais de 27 milhões de pacientes em terapia por ano (PANDEY; VARSHNEY; 

PANDEY, 2019). Um ouro exemplo é a substância pseudopterosina A (Figura 1), um diterpeno 

glicosilado isolado do coral Pseudopterogorgia elisabethae com atividade analgésica e anti-

inflamatória, utilizado como creme para uso tópico (GEORGANTEA et al., 2016; MULDER 

et al., 2015; VAN DE VELDE et al., 2017). 
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Figura 1 - Metabólitos secundários com atividade terapêutica isolados de diferentes fontes de produtos naturais 

 
Fonte: Figura adaptada (LIFE, 2020; QUALITY MARINE, 2020; WIKIPÉDIA, 2020)  

 

Ao longo dos anos, um dos fatos que estimulou a indústria a desenvolver programas de 

pesquisa em PN foi durante a segunda guerra mundial (1939-1945), após a produção em grande 

escala da penicilina que abriu a era dos antibióticos e também o interesse para o descobrimento 

de outros fármacos, como a lovastatina que foi introduzida na década de 80. Até a década de 

90, 80 % dos medicamentos eram produtos naturais ou derivados. No entanto, de 1990-2000 

houve um decréscimo na descoberta de novos PN, explicado pelo avanço da QC (Química 

Combinatória) e HTS (Automated High Throughput Screening), que analisava várias 

substâncias de uma vez frente a um alvo biológico fazendo uso de substâncias sintéticas que 

tinha como objetivo acelerar as análises e a descoberta de novos candidatos a fármacos. Porém 

apesar dessa abordagem parecer promissora e aumentar a rapidez das análises de substâncias 

em relação a uma atividade biológica, a quantidade de novas substâncias com atividade 

terapêutica diminuiu muito, devido a essas substâncias sintéticas não apresentarem a mesma 

diversidade estrutural que os PN forneciam, o que fez aos poucos a atenção ser voltada 

novamente para a química de PN (BAKER et al., 2007; BERNARDINI et al., 2018; HARVEY; 

EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; LI; VEDERAS, 2009). 

Neste contexto, os fungos representam uma das fontes de produtos naturais que são muito 

relevantes para a medicina humana. Porém, ainda hoje existe uma infinidade desses organismos 

que não são conhecidos, visto que há uma estimativa de que existam de 2,2 a 3,8 milhões de 

fungos presentes no planeta, sendo que somente cerca de 120.000 foram identificados e 

catalogados (HAWKSWORTH; LÜCKING, 2017). Portanto, uma grande maioria permanece 
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inexplorada, no qual pode ser fonte promissora para a descoberta de novos metabólitos de 

interesse, apesar dos fungos já identificados apresentarem uma grande quantidade de 

substâncias importantes do ponto de vista farmacêutico, principalmente. Os fungos conhecidos, 

já foram capazes de produzir diversos metabólitos nos quais podem ser atribuídas a classes e 

substâncias importantes como os antibióticos β-lactâmicos, representados pela penicilina 

(Figura 2) isolada do fungo Penicilium notatum, descoberta em 1929, que é a base para 

antibióticos semi-sintéticos β-lactâmicos, além de ter encorajado a busca por novos antibióticos 

naturais de microrganismos como a nocardicina e o aztreonam (Figura 2) (BERNARDINI et 

al., 2018). Outra substância importante é a griseofulvina (Figura 2), isolada de Penicillium 

griseofulvum, um potente antifúngico utilizado para o tratamento de doenças de Tinea, 

conhecida como dermatofitose, em humanos e também em animais, considerado o primeiro 

antifúngico utilizado, isolado em 1939 (ZHAO et al., 2019). Outro metabólito relevante é o 

peptídeo cíclico ciclosporina A (Figura 2), isolado do fungo Tolypocladium inflatum, que é uma 

droga imunossupressora (MATA et al., 2018; PINTO et al., 2002) que possibilitou um maior 

sucesso na transfusão de órgãos. Esse metabólito representa uma interessante característica, 

pois apresenta aminoácidos N-metilados, processo não evidenciado através da maquinaria 

biossintética de plantas, mas que é comumente produzido por microrganismos através de ações 

enzimáticas (HUMPHREY; CHAMBERLIN, 1997).  

Os fungos isolados de plantas, estudados dentro da química de PN, podem ser 

denominados endofíticos –  que colonizam o interior dos tecidos da planta, epifíticos – que são 

encontrados na superfície da planta e os fungos de rizosfera – encontrados entre a raiz e o solo 

(KHARWAR et al., 2010). Nesse trabalho, o foco são os fungos de rizosfera. 
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Figura 2 - Importantes metabólitos secundários isolados de fungos 

 
Fonte: Figura elaborada pela autora, 2020. 

 

1.2 Fungos de Rizosfera 

 

A rizosfera é a região do solo em contato direto com as raízes de uma planta, e se mostra 

muito rica em nutrientes. Essa região apresenta uma microbiota muito variada, contendo 

fungos, bactérias, vírus, nematoides, protozoários e etc. (MENDES; GARBEVA; 

RAAIJMAKERS, 2013).  

O termo rizosfera foi introduzido em 1904 por Lorenz Hiltner, um agrônomo e fisiologista 

de plantas alemão. Ele afirma que a microbiota da rizosfera ajuda a planta a se proteger contra 
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ataques de patógenos, já que muitos organismos, tanto benéficos quanto oportunistas se 

aproximam da rizosfera para se alimentarem dos exsudatos das raízes (CARDOSO, E.J.B.N, 

ANDREOTE, 2016; MENDES; GARBEVA; RAAIJMAKERS, 2013). Sendo assim, essa é 

uma região muito importante para o controle, crescimento e desenvolvimento da planta. 

Os fungos estão em maior número na rizosfera (CARDOSO, E.J.B.N, ANDREOTE, 

2016; MENDES; GARBEVA; RAAIJMAKERS, 2013), e por isso, são a maioria dos 

patógenos, bem como a maioria dos microrganismos que auxiliam no desenvolvimento da 

planta. E muitos deles apresentam relações simbióticas com as raízes da planta, denominando-

se micorríza (SHABNAM SHAIKH, 2016). 

Com o intuito de estudar a rizosfera de Senna spectabilis (Figura 3), a Dra. Patrícia 

Cardoso Cortelo, durante o desenvolvimento da sua tese de doutorado no nosso grupo de 

pesquisa (NuBBE), isolou uma coleção de microrganismos dessa região, sendo eles 136 fungos 

e 61 bactérias. 

Essa planta chamada popularmente de Cássia-do-Nordeste, é pertencente à família 

Fabaceae, e é cultivada em regiões tropicais. Ela é muito conhecida na medicina popular por 

ser útil no tratamento de várias doenças humanas, confirmados por estudos fitoquímicos. 

Relatando diversos metabólitos com atividade biológica de interesse como anticonvulsivante, 

sedativa, anti-malárica, leishmanicida, antimicrobiana, citotóxica (MELO et al., 2014; SILVA 

et al., 2010, 2011) e anticolinesterásica, na qual parte dessas atividades está atribuída aos 

alcaloides piperidínicos biomarcadores dessa espécie (SILVA et al., 2010; VIEGAS et al., 

2004, 2006). Influenciando assim o interesse para o estudo de microrganismos associados à sua 

rizosfera. 

 

Figura 3 - Senna spectabilis 

 
Fonte: Jardim Botânico (UTD JARDIM BOTÂNICO, 2020). 
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1.3 Espécies de Fungos Estudados: Purpureocillium lilacinum e Fusarium solani  

 

Um dos fungos rizosféricos de trabalho nessa pesquisa foi o Purpureocillium lilacinum 

(Figura 4) (Ordem: Hypocreales; Família: Ophiocordycipitaceae; Divisão: Ascomycota) 

(MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 2020).  

 

Figura 4 - Purpureocillium lilacinum 

  
Fonte: Fotografia registrada pela autora, 2020. 

 

Purpureocillium é um gênero comumente encontrado no solo e P. lilacinum é uma 

espécie que antes era conhecida como Paecilomyces lilacinum, porém uma revisão taxonômica, 

em 2011, acabou por reconhecê-lo como sendo do gênero Purpureocillium (LUANGSA-ARD 

et al., 2011). 

Esse fungo é muito conhecido por ser nematófago, sendo muito estudado na agricultura, 

pois elimina os ovos de nematoides que destroem muitas plantações (CARNEIRO, 1992) 

levando grandes prejuízos aos agricultores. Alguns estudos na literatura demonstram que a 

produção de serina protease básica por P. lilacinum é responsável por eliminar ovos do 

nematoide Meloidogyne hapla (BONANTS et al., 1995), o qual ele é o principal patógeno. Esse 

nematoide infecta plantas como tomate, pepino, soja e batata, alimentos muito importantes 

economicamente, o que leva o controle dessa praga ser algo urgente (DAHLIN et al., 2019). 

Outro nematoide no qual P. lilacinum controla, é Caenorhabditis elegans. Em que estudos 

mostram que as leucinostatinas, que são peptídeos produzidos pelo fungo, tem alta atividade 

contra esse nematoide C. elegans (DEGENKOLB; VILCINSKAS, 2016). Essa característica 

nematófaga o torna muito interessante para estudo, já que é uma espécie autorizada para uso 

como controle biológico no Brasil (MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 2020). 

Além da atividade nematicida que o torna totalmente relevante, a bioprospecção dessa 

espécie já foi muito descrita na literatura com metabólitos de atividade biológica promissora. 

Como a produção de substâncias de caráter antitumorais como as leucinostatinas A (Figura 5) 
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e Y, que apresentaram atividade contra câncer de pâncreas (MOMOSE et al., 2019). Também, 

a purpureona (Figura 5), um derivado de ergocromona, com potente atividade leishmanicida e 

antimicrobiana (LENTA et al., 2016). E a flavoglaucina (Figura 5) que apresenta propriedades 

antioxidante, antibacteriana e anticâncer (JAYAKRISHNAN; BENJAMIN, 2016). 

 

Figura 5 - Metabólitos secundários de Purpureocillium lilacinum 

 
Fonte: Figura elaborada pela autora, 2020. 

 

O outro fungo em estudo nesse trabalho foi Fusarium solani (Figura 6) (Ordem: 

Hypocreales; Família: Nectriaceae; Divisão: Ascomycota; Forma Sexuada: Nectria 

haematococca (DEFESA VEGETAL, 2020)).  

 

Figura 6 - Fusarium solani 

 
Fonte: Fotografia registrada pela autora, 2020. 
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O gênero Fusarium é comumente encontrado no meio ambiente, principalmente no solo 

(SALAH et al., 2015), assim como P. lilacinum, e contém mais de 70 espécies conhecidas 

(MUNKVOLD, 2017). Apesar de muitas espécies de Fusarium serem consideradas patógenas 

para humanos, elas desempenham um papel ecológico importante, pois é comprovada sua 

capacidade de auxiliar a planta a se preparar para estresses abióticos, além de auxiliar na sua 

germinação, crescimento e desenvolvimento (TOGHUEO, 2019). 

A bioprospecção de diversas espécies de Fusarium mostrou a produção de substâncias 

com capacidade terapêutica confirmada, como os antitumorais vincristina, vimblastina, 

camptotecina e taxol. Além da relevante produção de metabólitos de caráter antimicrobiano, 

cuja busca por esses metabólitos se faz muito necessária atualmente, devido aos patógenos 

resistentes aos medicamentos disponíveis. Metabólitos como fusarubina, javanicina, equisetina 

e fusarielina (Figura 7) foram promissores como agentes antimicrobianos (TOGHUEO, 2019). 

Além de alguns metabólitos com capacidade antiviral e antiparasítica que também são descritos. 

Como fusaripeptídeo A (Figura 7) que age contra Plasmodium falciparum causador da malária 

e a griseoxantona C (Figura 7) que foi eficaz contra o vírus da hepatite C (TOGHUEO, 2019).   

Porém, Fusarium é também muito conhecido pela produção de micotoxinas, causando 

danos para a saúde humana e animal, já que é considerado um patógeno agrícola. O gênero 

Fusarium ataca principalmente plantações de grãos, gerando contaminações através de suas 

micotoxinas e prejuízo para as indústrias agrícolas (ESCRIVÁ; FONT; MANYES, 2015), 

tornando a comercialização dos alimentos contaminados, inaceitáveis (MUNKVOLD, 2017). 

Entre as diversas micotoxinas, os tricotecenos e fumonisinas (Figura 7) são as principais delas 

que causam graves efeitos sobre a saúde humana e animal. Sendo o tricoteceno deoxinivalenol 

(DON) a toxina produzida por Fusarium, que causa o maior impacto econômico (Figura 7) 

(MUNKVOLD, 2017).  

Fusarium solani não é a espécie que mais expressa micotoxinas, porém é muito conhecida 

por causar podridão radicular em plantações de feijão, batata, ervilha, soja e etc. 

(MUNKVOLD, 2017). E é conhecida também por produzir diversos metabólitos de interesse 

farmacêutico como o antitumoral camptotecina (RAN et al., 2017), polissacarídeos com 

atividade imunomoduladora (ZENG et al., 2019), fusarubina (Figura 7) com atividade contra 

Mycobacterium tuberculosis (SHAH et al., 2017) entre outros. 
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Figura 7 - Metabólitos secundários de espécies de Fusarium 

 
Fonte: Figura elaborada pela autora, 2020. 

 

1.4 Métodos de Cultivo e Análise de Extratos Fúngicos  

 

Os cultivos usuais de microrganismos desenvolvidos em laboratório não conseguem 

reproduzir o ambiente natural no qual eles vivem, e portanto, sua produção metabólica é 

diretamente influenciada pela diferença de nutrição e também pelos aspectos físicos naturais 

(HEWAGE et al., 2014). Dessa forma, ao estudar um microrganismo em laboratório, podemos 

nos deparar com o silenciamento de genes biossintéticos, devido a esses diferentes fatores 

(BERTRAND et al., 2014).  

Assim, visando estudar a diversidade metabólica de microrganismos, a técnica OSMAC 

traz a possibilidade de variação do cultivo, de maneira racional para a busca de diferentes 

metabólitos ou mesmo o aumento da produção de uma substância alvo. A manipulação dos 

nutrientes do meio de cultivo e também de parâmetros físicos como luz, temperatura, agitação, 
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pH e etc, alteram diretamente a produção de metabólitos desses micróbios (VANDERMOLEN 

et al., 2013). Dentro da OSMAC também está inserido o co-cultivo, que se trata do cultivo de 

dois ou mais microrganismos juntos dividindo o mesmo espaço e nutrientes. Esse tipo de 

abordagem pode trazer resultados interessantes a respeito de substâncias bioativas referentes à 

comunicação de sinalização ou defesa entre dois ou mais microrganismos associados que não 

são produzidos em monoculturas (BERTRAND et al., 2014). Ou até mesmo causar um aumento 

significativo de alguma substância quase indetectável em monoculturas, potencializando sua 

produção (OH et al., 2007). 

E para auxiliar na identificação de diferentes substâncias produzidas pelas fontes de 

produtos naturais, técnicas espectrométricas e espectroscópicas acopladas a métodos de 

separação são importantes para uma análise qualitativa inicial de extratos brutos. Evitando 

assim o isolamento de metabólitos já conhecidos, ajudando a direcionar o estudo para os 

metabólitos de interesse, inéditos ou biologicamente ativos (HARVEY; EDRADA-EBEL; 

QUINN, 2015).  

A ressonância magnética nuclear, espectroscopia ultravioleta, espectrometria de massas, 

são algumas das técnicas muito utilizadas dentro da metabolômica, que traz o conceito de perfil 

metabólico e tenta identificar qualitativa e quantitativamente todos os metabólitos presentes em 

um organismo (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). 

 A espectrometria de massas é a técnica que mais se destaca, sendo amplamente utilizada 

em estudos metabolômicos para anotação de metabólitos (SILVA; LOPES; SILVA, 2017).  

Técnicas cromatográficas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS ou LC-MS) 

geram informações estruturais de milhares de metabólitos presentes em uma ou várias amostras 

complexas, em comparação com tempo de retenção, índice de retenção, fórmula molecular, 

perfil de fragmentação e etc., que podem ser comparados com bases de dados disponíveis 

(ALLARD; GENTA-JOUVE; WOLFENDER, 2017). Essas técnicas, são utilizadas para 

análise de experimentos targeted (busca por um alvo específico) e untargeted (busca por uma 

ampla visão da amostra). Sendo o foco desse trabalho o estudo untargeted, em que dados 

experimentais são coletados e as informações químicas das substâncias presentes nas amostras 

são extraídas. Dessa forma é possível obter dados que podem ser compartilhados e comparados 

para anotação de substâncias conhecidas e análogas (AKSENOV et al., 2017). Além disso, as 

técnicas, principalmente relacionadas a MS, avançam em estudos metabolômicos, para as 

substâncias chamadas de “dark matter”, em que informações químicas são adquiridas e 

catalogadas, porém não geram match com as bases de dados (AKSENOV et al., 2017). 
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 A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é a ferramenta 

do estado da arte que traz uma grande robustez em análises, principalmente pela sua boa 

reprodutibilidade. GC é muito utilizado e gera um bom fingerprint, principalmente, de amostras 

voláteis. Mas, também pode ser utilizado para analisar substâncias polares, termolábeis e não 

voláteis a partir da derivatização da amostra. A eficiência do padrão de fragmentação obtida 

principalmente por EI (Electron ionization) normalmente com a energia de ionização de 70 eV 

são capazes de ser amplamente comparadas com bases de dados como a NIST (National 

Institute of Standards and Technology) e GMD (Golm Metabolome Database) (KOPKA et al., 

2005). Obtendo informações sobre o índice de retenção introduzido por Kovats que são 

essenciais para comparação e possível anotação de metabólitos por GC-MS (BEALE et al., 

2018; KIND et al., 2009; VIANT; SOMMER, 2013). Os analisadores mais comuns para GC-

MS são os quadrupolos, que apesar de apresentarem baixa resolução para a elucidação de 

moléculas desconhecidas, apresentam alta sensibilidade, e boa faixa de detecção, que favorece 

boa anotação de metabólitos já relatados nas bases de dados. A grande vantagem de se usar GC-

MS é o custo relativamente baixo, comparado a outros equipamentos, além da vantagem de 

contar com amplas bases de dados robustas e reprodutíveis para comparação. Já a desvantagem 

da técnica se dá principalmente à limitação de detecção de substâncias de baixa massa 

molecular (50-600 Da), (BEALE et al., 2018; VIANT; SOMMER, 2013) além daquelas que 

são facilmente fragmentadas na alta energia de ionização utilizada, que acarreta no curto tempo 

de vida do íon molecular evitando sua visualização (PAVIA et al., 2010). 

Outra técnica muito utilizada é a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

acoplada a espectrometria de massas, que funciona muito bem para análises de extratos brutos. 

E em seguida, a introdução da cromatografia líquida de ultra eficiência (UHPLC) que permitiu 

a utilização de colunas com dimensões e partículas cada vez menores, que melhoram o 

desempenho do sistema, diminuindo o tempo de análise e aumentando a sensibilidade e 

eficiência de separação das substâncias a serem analisadas na sequência por espectrometria de 

massas (MS) (VIANT; SOMMER, 2013).  

Os espectrômetros de massas contam com diversos tipos de analisadores, fontes de 

ionização e detectores e são bastante utilizados em conjunto com métodos cromatográficos. Os 

espectrômetros de massas que usam analisadores do tipo ion trap têm a vantagem de fornecer 

experimentos MSn trazendo bons resultados de padrão de fragmentação para os metabólitos 

analisados, enquanto os instrumentos do tipo TOF (time of flight) e QTOF alcançam massas de 

alta resolução muito precisas que corroboram para determinar fórmulas moleculares (EL-

ANEED; COHEN; BANOUB, 2009). Outro atributo importante, é a fonte de ionização, sendo 
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a ionização por electrospray (ESI) muito utilizada para análises qualitativas e quantitativas de 

amostras não voláteis de misturas complexas, pois apresenta um bom desempenho quando 

acoplado com cromatografia. E ainda, ESI é muito sensível, podendo analisar amostras na 

concentração de picomolar, ionizando desde massas muito baixas, até massas muito altas dos 

analitos podendo apresentar íons multicarregados (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009) 

possibilitando a análise dessas substâncias com massa molecular muito alta.  

Os experimentos tandem (MS/MS) que apresentam Colisão por Dissociação Induzida 

(CID) são uma boa opção para análise de amostras complexas, pois permite a fragmentação 

dando informações sobre a estrutura do íon precursor, além de ser muito seletivo para análises 

em SRM (Selected Reaction Monitoring) ou MRM (Multiple Reaction Monitoring), o que ajuda 

a tornar a técnica em si, LC-MS, muito confiável e útil para análises de quantificação 

(SNYDER; COOKS, 2016; VIANT; SOMMER, 2013). 

LC-MS tem a vantagem de não precisar utilizar amostra quimicamente modificada e 

analisa diferentes tipos de moléculas. Mas, ao contrário do GC-MS, a técnica varia muito em 

relação aos instrumentos que existem disponíveis, e esse motivo faz com que as bases de dados 

não tenham alcançado a mesma eficiência e precisão para anotação de metabólitos quando 

comparadas as bases de dados de GC-MS (VIANT; SOMMER, 2013).  

A abordagem mais utilizada para experimentos MS untargeted é a comparação com as 

bibliotecas de dados disponíveis (AKSENOV et al., 2017) como Dictionary of Natural 

Products (DNP), METLIN (SMITH et al., 2005), NIST, PUBCHEM, NUBBEDB (VALLI et 

al., 2013) e etc, para verificar a similaridade dos dados experimentais obtidos. 

Com a intenção de acelerar e melhorar as análises para a busca de novos metabólitos 

bioativos de plantas, microrganismos, insetos e etc, a química de PN  vem passando por uma 

revitalização através da utilização de novas ferramentas para anotação e identificação de 

metabólitos secundários (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; NAMAN et al., 2017; 

YANG et al., 2013), no qual essas abordagens auxiliam no estudo metabolômico de matrizes 

complexas. Principalmente através da técnica de LC-MS de forma automatizada,  onde os dados 

obtidos experimentalmente podem ser comparados de forma computadorizada (in-silico), além 

de utilizar algoritmos de agrupamento de substâncias da mesma classe em relação às suas 

semelhanças espectrais, comparando com as bases de dados (AKSENOV et al., 2017), como é 

o caso do Molecular Networking disponível na plataforma a plataforma GNPS. Bem como a 

utilização de abordagens in-silico com predição de fragmentação de moléculas como o Sistema 

de Informação Científica, disponível da Waters Corporation, UNIFI (Discutidos na sessão 1.5 

e 1.6 abaixo).  
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1.5 Rede de Interações Moleculares: Molecular Networking e a Plataforma GNPS  

 

Dentro da espectrometria de massas, uma nova abordagem conhecida como Molecular 

Networking vem sendo inserida para otimizar e acelerar a anotação de metabólitos presentes 

em extratos brutos (WANG et al., 2016). A rede molecular, do termo em inglês molecular 

networking, é uma abordagem que agrupa em clusters metabólitos, dentro de uma ou mais 

amostras, que apresentam o mesmo perfil de fragmentação frente a espectrometria de massas 

sequencial. Essa ferramenta pode associar as substâncias agrupadas como sendo de uma mesma 

classe de moléculas e ainda compara esses espectros com uma plataforma de dados de 

espectrometria de massas conhecida como GNPS que sugere a anotação dos metabólitos 

presentes, bem como torna possível prever a presença de análogos (WANG et al., 2016).  

A rede molecular é representada por clusters, em que um cluster é formado por nodos e 

arcos: um nodo é representado por um espectro de MS/MS e os arcos, que conectam os nodos, 

representam a similaridade espectral de um nodo com outro (Figura 8). Os espectros das 

amostras são avaliados de acordo com as suas similaridades, que são geradas a partir de um 

cálculo de cosseno que varia de 0 a 1, (0 - espectros totalmente diferentes e 1 - espectros 

idênticos) e então são agrupados em clusters. Os espectros similares, com valores de cosseno 

entre 0,70 e 0,95 (valores do default, mas podem ser otimizados pelo usuário) são agrupados 

em um cluster. Com os valores de cosseno, o usuário pode atribuir espessuras aos arcos, onde 

os metabólitos mais similares apresentam maiores espessuras e vice-versa. Os espectros que 

apresentam alta similaridade, com valores de cosseno também definidos pelo usuário (default 

0,95) são considerados como sendo espectros de uma mesma molécula, e dessa forma eles são 

agrupados em um espectro de consenso representado por um único nodo, através do algoritmo 

MS-Cluster, porém nesse método pode ocorrer o agrupamento de isômeros. Para contornar essa 

situação, novos workflows dentro do GNPS vêm sendo utilizados através do software MZMine 

(WANG et al., 2019) que diferencia isômeros por tempo de retenção, como uma alternativa 

para o MS-Cluster. Porém as limitações da própria espectrometria de massas para enantiômeros 

não são aplicáveis.  

Dentro da plataforma do GNPS é possível gerar o molecular networking e obter as 

informações químicas de várias amostras/extratos concomitantemente. Para gerar as 

informações o primeiro passo é realizar experimentos de espectrometria de massas sequencial 

(auto-MS2) das amostras e inserir esses dados dentro da plataforma GNPS. Assim pode ser 

gerada a rede molecular fornecendo a similaridade espectral da amostra bem como possíveis 

anotações de metabólitos (Figura 8) (WANG et al., 2016). Para inserir os dados na plataforma 
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é necessário primeiramente converter os dados obtidos (extensões .d) em uma extensão 

compatível, como .mzXML. E o conjunto de dados com tamanhos maiores que 20 Mb devem 

ser compactados em softwares como Filezilla ou WinSCP. Só após esses procedimentos os 

dados podem ser carregados no GNPS. Por fim, a rede molecular gerada, pode ser visualizada 

no software Cytoscape (PAUL SHANNON et al., 2003). 

Desde 2012, até final de 2019, o GNPS contava com suporte apenas para análises por LC-

MS, porém, recentemente foi disponibilizado um novo workflow com suporte para GC-MS. 

Antes de realizar os passos para formar a rede molecular, os espectros de GC-MS passam por 

um pré-processamento de deconvolução. Durante as análises o usuário pode incluir o índice de 

Kovats, que ajuda na anotação das substâncias. Esse workflow ainda está em processo de 

aprimoramento, mas apresenta um bom potencial para bons resultados, já que GC-MS é uma 

técnica bastante robusta. 

 

Figura 8 - Representação da obtenção dos espectros em MS2, até a geração da rede de interação molecular no 

GNPS 

 
Fonte: Figura elaborada pela autora, 2020. 
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1.6 UNIFI - Sistema de Informação Científica, Waters 

 

Outra plataforma que vem sendo utilizada e apresenta bons resultados é o UNIFI, um 

Sistema de Informação Científica disponível da Waters Corporation. Nessa plataforma é 

possível integrar a separação de substâncias presentes em um extrato através de um UPLC com 

a aquisição de dados em Q-TOF-MSE (E - representa a energia de colisão) e com as bibliotecas 

de substâncias que podem ser construídas e inseridas para comparação, gerando um relatório 

de informações e possíveis anotações de substâncias conhecidas presentes nas amostras. 

O método de aquisição de dados, MSE que é uma análise DIA (data-independent 

acquisition) permite atender a uma rápida busca de informações de amostras complexas, por 

ser um método de alta performance em detecção em MS (full-scan) e por fornecer informações 

do padrão de  fragmentação de substâncias de forma rápida e com alta precisão (WHITE 

PAPER WATERS B, 2020).  

Sendo assim, a análise por UPLC-MSE é dividida em três estágios (Figura 9): 

 I) Separação de substâncias na amostra complexa por um método eficiente e que melhora 

a resolução, sensibilidade, e tempo de análise através do UPLC;  

II) Geração de dados de MS e MS/MS simultaneamente em janelas de tempo estreitas 

para gerar os espectros mais rápido, mantendo a alta resolução e sensibilidade (no primeiro 

estágio, gera o espectro do íon precursor em uma colisão de baixa energia na cela de colisão, e 

no segundo estágio geram os fragmentos através de uma rampa de energia de colisão mais alta 

para gerar o máximo de informações dos fragmentos);  

III) O alinhamento dos espectros é realizado nessa etapa, em que um algoritmo alinha os 

espectros do íon precursor e dos fragmentos através do tempo de retenção; e conta ainda com 

uma deconvolução das substâncias que co-eluem (PLUMB et al., 2006; WATERS, 2020; 

WHITE PAPER WATERS A, 2020; WHITE PAPER WATERS B, 2020).  

Após a realização da análise em UPLC-QTOF-MSE, um método é desenvolvido no 

UNIFI, que consiste em otimizar os parâmetros para melhor sensibilidade do software em 

comparar os dados da amostra com as bases de dados. Sendo eles, os valores de intensidade dos 

espectros de alta e baixa energia (MS e MS/MS) (a fim de evitar sinais ruído), o erro em ppm 

tolerado, os possíveis fragmentos esperados e a adição das bases de dados para comparação 

(Figura 9).  

A plataforma UNIFI compara as análises em MSE com as bibliotecas de dados. O próprio 

sistema UNIFI contém algumas bibliotecas de substâncias inseridas, mas, também permite 

inserir bases de dados que o próprio usuário pode construir (em extensões .txt junto com as 
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substâncias desenhadas em extensões .mol) de acordo como achar conveniente para seu estudo, 

o que facilita encontrar a composição de cada amostra de forma mais fácil (WATERS, 2020; 

XU et al., 2020). Dessa forma é possível obter informações da amostra em relação a massa 

molecular do íon precursor - podendo determinar a composição elementar, o erro em ppm 

comparado com os metabólitos da biblioteca e as possíveis sugestões de fragmentações geradas 

das estruturas inseridas em formato .mol na base de dados - permitindo uma rápida anotação de 

metabólitos. O UNIFI prevê os possíveis fragmentos das substâncias alvo, através do arquivo 

em formato .mol a partir de diferentes desconexões da estrutura molecular que produz 

fragmentos teóricos que são em seguida comparados com os resultados experimentais (WHITE 

PAPER WATERS A, 2020).  

A utilização da técnica UPLC-MSE com o UNIFI é muito atrativa, pois o UPLC melhora 

a separação cromatográfica em um tempo de corrida menor, facilitando a análise de várias 

amostras. Além da utilização de um espectrômetro de massas de tempo de voo que apresenta 

um alto grau de sensibilidade. E ainda permite a possibilidade de identificação de metabólitos 

minoritários, graças ao modo MSE, comparando as amostras com as bases de dados de forma 

automatizada (DENG et al., 2016).  
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Figura 9 - A) Obtenção de espectros em MSE e B) Desenvolvimento de método no UNIFI até a obtenção do 

relatório de dados 

Fonte: Figura elaborada pela autora, 2020.
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5. CONCLUSÕES 

 

A utilização de ferramentas analíticas do estado da arte junto com novas técnicas de 

bioinformática, utilizadas em estudos metabolômicos, foram uma ótima escolha para avaliar os 

extratos de F. solani, P. lilacinum e também os extratos do co-cultivo para observar a variação 

metabólica fornecida pela OSMAC.  

Ferramentas como Molecular Networking e UNIFI auxiliaram no estudo do perfil 

metabólico de misturas complexas (extratos) utilizando a técnica de LC-MS que foi muito 

eficaz na análise dos extratos de AcOEt. Além disso a técnica de GC-MS, sendo considerada 

extremamente robusta, também forneceu a anotação de diversos metabólitos em conjunto com 

a biblioteca NIST. Essas abordagens permitiram a anotação de 101 metabólitos nos 12 extratos 

dos fungos analisados nesse trabalho, permitindo observar como o perfil metabólico desses 

fungos variam de acordo com a OSMAC. 

Alguns desses extratos apresentaram atividade antibacteriana e citotóxica, de forma a 

contextualizar essas matrizes com a importância dos estudos dessas fontes de produtos naturais.  

Após a anotação dos metabólitos, foi possível direcionar o isolamento de 5 substâncias 

inéditas do extrato de co-cultivo PSA, sendo elas γ-pironas, α-pironas e um dipeptídeo. 

Outra evidência da OSMAC é a supressão ou aumento na concentração de substâncias 

quando o cultivo é variado. Esse efeito foi evidenciado para uma das substâncias isoladas 

(substância 5). De forma que em todos os extratos de F. solani e de co-cultivo houve uma 

grande variação no teor dessa substância. Sendo o co-cultivo a forma de maior produção de 

acordo com o nosso estudo de quantificação. 

Portanto, é possível concluir que a OSMAC demonstra de forma efetiva como tem 

influência na ativação ou bloqueio de genes biossintéticos desses fungos podendo induzir uma 

gama de metabólitos muito maiores do que quando utilizado apenas um tipo de cultivo. 

O estudo metabolômico guiou o isolamento de novos metabólitos evitando a utilização 

de abordagens reducionistas (que acabam resultando em isolamento de substâncias conhecidas) 

de forma muito mais racional para esses fungos já que eles apresentam extenso estudo químico 

na literatura.
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