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RESUMO

Nos Ultimos anos, a busca por compostos bioativos oriundos de rotas metabolicas silenciadas
(em microrganismos) tem levado o desenvolvimento de novas ferramentas analiticas assim
como a aplicacdo de diferentes metodologias. Uma das mais importantes estratégias para
acessar tal producdo metabdlica é o uso de cultivos em co-cultura, onde a interacdo entre dois
ou mais microrganismos pode mimetizar, de certa maneira, as relagdes troficas existentes na
natureza. A relacdo de competicdo por nutrientes e espaco leva a producdo de enzimas e
compostos relativos a um determinado tipo de interacdo que pode estar relacionado a
reproducéo, inibicdo de crescimento ou estimulacdo. Neste trabalho, foi realizado o co-cultivo
entre os fungos Fusarium solani e Phomopsis cassiae, ambos isolados da Senna spectabilis. A
investigacdo foi direcionada ao encontro de novos produtos naturais biossitentizados pelas
espécies em co-cultivo. Para isso, os fungos foram cultivados em meio sélido de batata dextrose
agar. O acompanhamento do crescimento dos fungos visou a observacao de possiveis distin¢des
morfolégicas de acordo com nivel de interagdo. Os perfis metabdlicos dos microrganismos
foram obtidos através do uso de técnicas do estado da arte em CLAE-DAD, CG-EM e RMN.
Para os fungos em co-cultivo foi possivel determinar a presenca de cinco substancias quando
comparado aos cultivos isoladamente pela técnica de CLAE-DAD com o auxilio das
ferramentas quimiometricas. Os espectros obtidos por RMN de *H propiciaram a visualizagio
da existéncia de sinais Unicos presentes no experimento de co-cultivo, porém, sua propor¢do
minoritaria impossibilitou a correlacdo ou identificagdo dos sinais. A técnica de CG-EM
propiciou a sugestdo de 30 substancias atraveés da comparacdo com o banco de dados NIST.

Palavras Chaves: Microorganismos. Fungos-cultura e meios de cultura. Metabolitos.
Compostos bioativos. Quimiometria



ABSTRACT

In recent years, the search for new bioactive compounds has increased the need to
develop several methods of analysis, aiming to activate metabolic routes silenced in
microorganisms. An important strategy to access the production of distinct secondary
mebatolites is co-culture, where the interaction between two or more microorganisms occurs,
mimicking, to a certain extent, the relationships existing in nature. The competition for nutrients
and space leads to the production of enzymes and compounds, which are related to the type of
interaction (reproduction, inhibition of growth or stimulation). In this work, co-cultivation was
carried out between the fungi Fusarium solani and Phomopsis cassiae, both isolated from Senna
spectabilis’s. The research was directed to the encounter of new natural products biossentetized
by the species in co-cultivation. For this, the fungi were cultivated in the solid batata dextrose
agar medium, being monitored their growth in order to observe possible distinctions in their
morphologies when the interaction occurs. The metabolites profiles of the microorganisms were
observed through the LC-DAD, GC-MS and NMR techniques. For the fungi in co-culture it
was possible to determine the presence of five substances when compared to the cultures alone
by the CLAE-DAD technique with the help of chemometric tools. The spectra obtained by *H
NMR allowed the visualization of the existence of unique signals present in the co-cultivation
experiment, however, its minority proportion made it impossible to correlate or identify the
signals. The CG-EM technique provided the suggestion of 30 substances by comparison with
the NIST database.

Keywords: Microorganisms. Fungi-culture and culture media. Metabolites. Bioactive
compounds. Chemometrics
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1 INTRODUGCAO
1.1 A quimica dos produtos naturais

A quimica de produtos naturais (PN) ganhou grande enfoque ao decorrer dos anos, sendo
utilizada pela humanidade desde tempos imemoriais, atraves do fornecimento de compostos
quimicos com valor curativo. A busca por alivio e cura de doencgas, por meio da ingestao de ervas
e folhas, talvez tenha sido um dos primeiros empregos de PN, havendo relatos da utilizacdo de
0leos a base de plantas desde a Mesopotamia em 2600 a.C (BORCHARDT et al., 2002).

Alguns exemplos importantes de farmacos provenientes de PN sdo: a artemisinina
(antimalarico) isolado da Artemisia annua, a reserpina (anti-hipertensivo) obtido de Rauwolfia
serpentina, a efedrina (termogénico) presente em Ephedra sinica, salbutamol (antiasmatico) e
tubocararina (relaxante muscular) isolados das espécies de Chrondrodendron e Curarea. O taxol,
presente nas cascas de espécies do género Taxus e 0S compostos topotecano, ironotecano e
belotecano, isolados da arvore ornamental Camptotheca acuminata, sdo utilizados no mercado
farmacéutico como agentes quimioterapicos. (NEWMAN; CRAGG, 2013).

Atualmente, derivados de PNs ainda desempenham um papel importante na medicina,
apesar da existéncia de diferentes fontes para o descobrimento de novos farmacos, uma grande
parcela dos compostos bioativos descobertos ainda é oriunda ou inspirada em PN. Uma anélise dos
farmacos lancados entre 01/1981 a 12/2014 (Figura 1), demonstra que apenas 21% dos compostos
existentes no mercado sdo verdadeiramente sintéticos (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Figura 1 - Fonte de Farmacos aprovados entre 01/1981 a 12/2014.

NS W Bioldgico
1% 3 N
Fitoterapicos

M Produto Sintético

M Vacinas

B Produto Natural
Derivado de Produto Natural

B Produto Sintético com um nucleo de PN

21%
B Composto expirado em PN

Fonte: Adaptado de Newman, 2016.
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Apesar da expressiva parcela de compostos provenientes de produtos naturais observada
no grafico, o descobrimento de novos farmacos oriundos de produtos naturais tem decrescido nos
ultimos anos devido ao conhecimento dos principais quimiotipos produzidos por plantas e o uso
de abordagens reducionistas, que estimulam a pesquisa fazendo uso de mecanismos quimicos em
nivel molecular (VERPOORTE et al., 2005). Contudo, a contribui¢do de produtos naturais ainda é
expressiva, no final de 2013, a FDA (Food and Drugs Administration), agéncia norte-americana
responsavel pela aprovacdo de novos farmacos, aprovou 547 farmacos de produtos naturais e/ou
derivados, o que representou 38% do total de novos compostos moleculares aprovados
(PATRIDGE et al., 2016).

1.2 Produtos naturais derivados de microrganismos

O grande marco inicial dos microrganismos como fonte de compostos bioativos foi dado
pela descoberta da penicilina em 1928, acontecimento que revolucionou as pesquisas que visavam
o descobrimento de novos farmacos (BUTLER et al., 2004). Um grande enfoque foi dado a area
de descobrimento de antibidticos produzidos por microrganismos, a chamada “Grande era de ouro
dos antibioticos” (NEWMAN; CRAGG et al., 2012), que teve como resultado a descoberta de
diversos produtos farmacéuticos importantes, tais como agentes antibacterianos: penicilina (1),
cefalosporinas (2), aminoglicosideos, tetraciclinas (3) e outros policetideos; imunossupressores
como: ciclosporina (4) e rapamicina (5); antilipidemicos: lovastatina (6) e mevastatina (7) e agentes
antiparasitarios, como a ivermectina (8) (Figura 2).

Um ponto crucial referente a farmacos provenientes de microrganismos esta na capacidade
de serem produzidos em larga escala em laboratérios, sendo o processo de obtencdo desses
compostos passivel de otimizacdo através da mudanca das condi¢fes de cultivo. Em conjunto, o
desenvolvimento de técnicas de biologia molecular propiciou, em determinados casos, a produgdo
majoritaria de compostos especificos. Dessa maneira, a molécula desejada é obtida através de
expressoes heterélogas em um organismo hospedeiro (GOMEZ-ESCRIBANO; BIBB, 2014).

Adicionalmente, acredita-se que os tipos de metabolitos secundarios produzidos por
determinados microrganismos podem apresentar relacdo com a planta hospedeira atraves de
recombinacdo génica entre as espécies durante a fase evolutiva. Um exemplo notavel de tal
afirmacdo foi o isolamento do antitumoral taxol do fungo endofitico Taxomyces andreanae,
associado a Taxus brevifolia, além de casos mais recentes, como a vincristina, camptotecina,
podofilotoxina e hipericina, que foram também isolados de fungos endofiticos associados aos
respectivos hospedeiros vegetais (CONTI; GUIMARAES; PUPO, 2012).
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Figura 2 — Exemplo de estruturas de farmacos oriundos de microrganismos
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Além dessas consideragdes gerais sobre o papel que os microrganismos desempenham na
pesquisa de PN, uma area que apresenta grande interesse € a possibilidade de gerar novas
abordagens para a descoberta de compostos bioativos. Além da bioprospecgédo de espécies, uma
outra estratégia consiste na exploracdo de rotas biossintéticas que ndo séo expressas em condi¢des
padrdo de laboratério

Existem varios métodos para induzir a quimiodiversidade em microrganismos, afetando
diferentes niveis celulares, variando desde o genoma até ao metaboloma. As relacbes quimicas que
ocorrem em comunidades de organismos vivos (interacdes entre espécies) podem ser exploradas.
Neste contexto, uma nova abordagem, em que microrganismos sdo cultivados em conjunto
(experiéncias de co-cultura) tem recebido um interesse crescente, sendo tal fato relacionado com o
potencial de descoberta de novas pistas para compreender a expressdo de rotas biossintéticas

especificas, principalmente relacionadas com a defesa de microrganismos.

1.3 Senna spectabilis — Aspectos Gerais

O género Senna pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae) compreende mais de 600
espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais pelo mundo, sendo nativa na America
Central e do Sul. Essa arvore € frequentemente encontrada em diversos biomas brasileiros,
principalmente nas regides de florestas tropicais e cerrado. As plantas deste género possuem porte
médio, com 4 a 9 metros de altura, possuindo coroa arredondada verde escura e com folhas
pequenas e de cor amarelada (Figura 3) (SELEGATO et al.,2017).

Figura 3 — Exemplo ilustrativo de uma &rvore do género Senna.

Fonte: Baumann, 2009.
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Em relagdo ao carater taxondmico, a Senna spectabilis € uma das espécies mais estudadas
do género Senna em relacdo a aspectos quimicos e farmacologicos. Essa planta tem sido utilizada
na Asia e em varios paises no tratamento de diversas doencas devido suas propriedades
diversificadas, como: antimicrobiana, laxativa, analgésica, anti-inflamatoria e anti-ulcerogénica
(LORENZI, et al., 2002). Na medicina popular brasileira é utilizada no tratamento de gripes,
resfriados e como purgativa (VIEGAS, et al., 2004).

Estudos fitoquimicos revelam o isolamento de mais de 350 compostos oriundos do género
Senna, sendo 40 metabdlitos secundarios da Senna spectabilis, como: alcaldides piperidinicos,
triterpenos  pentaciclicos, esterdides, pironas, antraquinonas, flavonoides, entre outros
(SELEGATO et al.,2017).

1.4 Fusarium — Aspectos Gerais

O género Fusarium é um dos fungos fitopatogénicos mais conhecidos, compreendendo
muitas espécies, estando presente em solos e materiais vegetais em decomposi¢do, onde atuam
como decompositores, apresentando atividade patdgena contra um grande ndmero de plantas
agronomicamente importantes, incluindo a ervilha, cucurbitaceas e batata-doce. Coletivamente, as
doencas que envolvem o fungo incluem pragas, apodrecimentos e cancros em ecossistemas
agricolas e naturais. Além disso, sdo cada vez mais associados a infecgdes em seres humanos e
outros animais, causando infec¢des sistemicas, bem como infeccdes localizadas na pele e outras
partes do corpo (SUMMERELL et al., 2011).

Uma ampla gama de micotoxinas sdo produzidas por esse género, sendo cancerigenas e
toxicas para humanos e animais, apresentando influéncia em diversas doencas de plantas
(ESCRIVA et al., 2015). Espécies de Fusarium produzem trés das mais importantes classes de
micotoxinas: fumonisinas, zearalenomena e tricotocenos (deoxinivalenol, nivalenol, T-2 e HT-2
toxinas), além da fusaproliferina, beuvericina, eniatinas e moniforminas (ESCRIVA et al., 2015).

Alguns compostos isolados do género ainda demonstraram atividade antitumoral contra
diversas linhagens de cancer (CALVERT et al., 2005), atividade anti-oomicetos (SON et al., 2008),
inseticida, antibacteriana e antifingica (RATHNA et al., 2016), anticolinesterasicos (SOLFRIZZO
et al., 1994), antialérgicos, anti-inflamatérios (MAHAPATRA et al., 2012). Tais fatos reforcam a
necessidade de estudo de fungos deste género, tanto pelo setor que envolve o desenvolvimento
agricola, quanto para objetivos medicinais.

Dentre as substancias isoladas da espécie Fusarium solani temos: camptotecina , 10-
hidroxicamptotecina, 9-metoxicamptotecina (SHWETA et al.,, 2010), fusalanipirona
(ABRAHAM; ARFMANN, 1988), trés derivados de naftopiranodionas (TATUM et al., 1989),
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fusarabina, javanicina (TATUM et al., 1983), &cido fuséarico (BANI et al., 2014), dioxinivalenol
(EL-BANNA, et al., 1984), toxina T-2, solaniol, diacetoxiscirpenol (ISHII et al., 1971),

fusaperazina C (GUIMARAES et al., 2010), paclitaxel e fusaproliferina (CHAKRAVARTHI et
al., 2008), sendo algumas delas vistas na Figura 4.

Figura 4 — Exemplo de substancias isoladas de Fusarium.
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1.5 Phomopsis — Aspectos Gerais

O género Phomopsis compreende mais de 900 espécies em uma ampla gama de hospedeiros
(UDAYANGA et al., 2011), podendo ser encontrado como patogeno em plantas herbaceas, como
nas folhas de Myracrodruon urundeuva (ANJOS et al., 2001) que causa queimaduras nas folhas,
na forma de doenca de cancro em plantac6es de chds (PONMURUGAN et al., 2008) e uvas (NITA,
et al., 2007). Porém, sua fitopatogenicidade foi aproveitada para o biocontrole de pragas, atuando
como bioherbicida contra a erva daninha Amaranthus sp., que afeta plantac6es de grédos (WYSS et
al., 2004).

Estes microrganismos produzem uma grande diversidade de metabdlitos secundarios, com
distintos tipos de atividades, entre elas: citocalasinas (antiflngico), policetideos (antimicrobianos
e anticancerigenos), phomoxantonas (antimalarico e antitubercular), phomodiol (antiflngico),
phomoxantona A (antifungico), biraril éteres (herbicidas) nafto-y-pirona (citotdxico) e o alcaloide
fomoenamida (antitubercular) (ERBERT et al., 2012).

Em relacdo a espécie Phomopsis cassiae, dois policetideos e cinco sesquiterpenos da classe
dos cadinanos foram isolados em 2006, sendo que algumas apresentaram atividade antifingica
contra os fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, em
conjunto, demonstraram atividade citotoxica, in vitro, contra linhagem de células do tumor cervical
humano (HeLa) (SILVA et al., 2006). Destaca-se o isolamento de duas novas benzopiranonas deste
fungo, as quais demonstraram a capacidade de inibir o crescimento da linhagem Mycobacterium
tuberculosis (BUNGIHAN et al., 2011). Além dos compostos citados anteriormente, encontra-se
na literatura o isolamento de dois sesquiterpenos da classe dos cadinanos (ZANARDI, 2010) e dois
novos metabolitos: 2,4-diidroxi-5,6-dimetil benzoato de etila e a phomopsilactona (SILVA, 2005),

sendo algumas delas vistas na Figura 5.
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Figura 5 - Exemplo de substancias isoladas de Phomopsis.
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1.6 Co-cultivo — Uma abordagem visando a interacdo de microrganismos

Microrganismos fazem parte de uma longa histéria, como importante fonte de produtos
naturais bioativos, particularmente no campo que tangéncia a descoberta de novos farmacos, tendo
sido estudados para biossintese de uma grande variedade de moléculas. Os recentes avangos no
sequenciamento de genomas, revelaram que tais organismos tém o potencial ainda maior de
producéo de metabolitos secundarios (BERTRAND et al., 2014).

Em muitos casos, agrupamentos de genes microbianos podem ser silenciados sob condic¢des
de crescimento de laboratério padrdo, ou seja, quando crescem isoladamente de outros organismos
vivos. Nos ultimos dez anos, varios métodos tém sido desenvolvidos para auxiliar na ativagdo
dessas vias biossintéticas silenciadas. Uma destas abordagens é a co-cultura de microrganismos,
que envolve o cultivo de duas ou mais culturas de microrganismos no mesmo ambiente confinado.

A co-cultura de microrganismos € inspirada nos ambientes naturais que estdo presentes na natureza.
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Dentro dessas comunidades, ocorre a interacdo entre 0s organismos através de moléculas,
compostos quimicos, de sinalizacdo ou de defesa entre si. Tais compostos quimicos séo de
potencial interesse para obtencdo de medicamentos, tendo em vista que a defesa de um
microrganismo frente a outro pode produzir substancias de valor agregado (PETTIT et al., 2009;
BERTRAND et al., 2014).

Realizando um levantamento bibliografico, com o intuito de demonstrar o crescente
aumento no numero de pesquisas que trabalham com co-cultura de microrganismos, através do
acesso e busca na base de dados Web of Science acessando-se 0s seguintes parametros de busca:
resumo, palavra-chave e titulo do artigo. O seguinte termo de busca foi usado: “co-culture”. Pode-
se perceber uma nitida tendéncia no aumento do nimero de trabalhos que se correlacionam com o
termo “co-culture” (Figura 6).

Figura 6 - Evolucdo do nimero de artigos publicados ao longo dos anos em revistas indexadas na
base de dados Web of Science relacionados ao termo “co-culture”.
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Fonte: Autor.
1.6.1 Tipos de interagcdo em co-cultivo

Bertrand e colaboradores, em 2013, observaram diversos experimentos de co-cultivo,
chegaram a concluséo que a interagdo entre dois fungos poderia ser classificada em 4 tipos: 1)
inibicdo a distancia, onde o crescimento dos fungos cessa a uma determinada distancia da outra
colénia. 2) linha de confronto: os dois fungos crescem o suficiente para terem contato e ocorre a
formagé&o de um precipitado escuro na regido de contato. 3) inibi¢do por contato: os fungos crescem

o suficiente para se tocarem, respeitando o espa¢o um do outro e ndo ocorrendo mudancgas em suas
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morfologias. 4) sobreposi¢do: ocorre a completa invasdo de uma colbnia sobre a outra (Figura 7)
(BERTRAND et al., 2014).

Figura 7 - llustracdo dos tipos de interacfes presentes em co-cultivo

Distance inhibition Zone line Contact inhibition Overgrowth

Fonte: Adaptado Bertrand et al., 2014.

1.7 Quimiometria

Ferramentas quimiométricas permitem a analise discriminante dos dados e cria¢do de
modelos de maneira sistematica, produzindo uma resposta visual e estatistica da matriz.
Atualmente, na ciéncia de produto naturais, a quimiometria vem sendo aplicada ndo s6 na
metaboldmica, mas também na construcdo de modelos quantitativos de atividade-estrutura
e no monitoramento e controle de sistemas biolégicos, emergindo como uma das principais
estratégias computacionais (ERIKSSON et al., 2001).

De maneira simplista, as analises quimiométricas podem ser divididas em trés principais
categorias, sendo (1) analises ndo-supervisionadas exploratérias, que buscam reconhecer padrdes
em um dado sistema complexo; (2) analises supervisionadas e discriminantes, que classificam
amostras em categorias ou grupos; (3) analise de regressdo e predi¢cdo de modelos, que determinam
a relacdo quantitativa entre duas matrizes de dados distintas (ERIKSSON et al., 2001).
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1.7.1 Andlise Nao-Supervisionada

Analises ndo-supervisionadas, também chamadas de analises exploratorias, aplicam
ferramentas estatisticas e matematicas na matriz, permitindo uma viséo geral de toda a natureza do
dado, bem como a deteccdo de tendéncias, padrdes ou agrupamentos. Na prética, em Quimica de
PN o que se observa em extratos organicos € uma visdo geral dos metabdlitos produzidos, no
chamado perfil metabdlico, buscando fatores discriminantes entre os grupos estudados através de
métodos exploratorios.

Existem diversos métodos “cegos” disponiveis, sendo os mais comumente empregados a
Andlise de Componentes Principais (PCA), um método exploratorio discriminatério, e a Analise
de Agrupamentos Hierarquicos (HCA), que agrupa as amostras de acordo coma similaridade entre
elas.

Dentre os softwares disponiveis para este tipo de processamento, destaca-se MATLAB
(Mathworks, EUA), Amix (Bruker, EUA), Biodiversity Pro (BD Pro.) e Statistical Software and
Data Analysis (XLSTAT, Excel, EUA).

1.7.2 Andlise de Componentes Principais (PCA)

A metabol6mica de produtos naturais realiza o reconhecimento de processos metabolicos
dindmicos primeiramente através de estudos quimiométricos comparativos, sendo o PCA a
ferramenta nao-supervisionada mais empregada. Esta técnica reduz as dimensdes originais de um
conjunto de dados numeéricos através das componentes principais (PCs), convertendo dados
multidimensionais em um modelo com dimensdes reduzidas (SMOLINSKA et al., 2012).

As PCs sdo combinac0es lineares das variaveis originais e explicam o méximo de valor de
variancia que ndo foi contabilizado nas PCs anteriores. Basicamente, PCs sdo eixos ortogonais
entre si, construidos em ordem decrescente da variancia, sendo sua principal funcéo a determinagéo
da dimensionalidade intrinseca do conjunto de dados (PEARSON, 1901; SMOLINSKA, ET AL.,
2012).

Durante seu processo, a PCA converte o conjunto de dados originais em duas matrizes
distintas, conhecidas como matriz de scores e matriz de loadings. Os scores séo definidos como as
novas coordenadas das amostras, sendo seu grafico uma representacdo de como estas interagem
entre si em um espaco n-dimensional. Ja os loadings descrevem a maneira como as variaveis dos
dados originais estdo combinadas nas PCs, indicando quais possuem maior contribuigdo para a

formacgéo da determinada PC.
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Diferentes algoritmos séo utilizados para a decomposi¢do das matrizes complexas, a
exemplo do algoritmo Nonlinear Iterative Partial Least Square (Nipals) (WOLD, 1966; WOLD,
1975), que aplica métodos iterativos dos minimos quadrados parciais ndo lineares, ou Singular
Value Decomposition (SVD), que realiza a decomposi¢do da matriz em sub-matrizes de score e
loading de maneira singular (MARTENS; NAES, 1975).

Na analise de perfis metabdlicos, a composicao quimica de cada amostra influencia as PCs,
permitindo separacdo destas em um espaco multidimensional, observado no grafico de scores,
sendo a razdo quimica desta separagdo observada no grafico de loadings. Como amostras similares
permanecem préximas no espaco, atraves desta analise é possivel a deteccdo de padrbes e

observacao de tendéncias, garantindo discriminacdo entre grupos amostrais (Figura 8).

Figura 8 — Exemplo da discriminacgdo entre grupos ao se realizar o calculo da PCA.
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Fonte: Autor

Adicionalmente a exploracdo ndo supervisionada dos dados, um aspecto importante do
PCA é permitir a deteccdo de outliers, que sdo definidos como amostras dispostas além do intervalo
de confianca definido para andlise, prejudicando analises de quadrados parciais supervisionadas.
Apesar de eficaz, deve-se ter em mente que o PCA ndo é capaz de determinar todas as amostras
discrepantes, pois durante sua projecdo, outliers ortogonais sdo agrupados com a maioria,
impedindo sua visualizacdo (VERBOVEN, 2005).
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Para produtos naturais, as matrizes comumente empregadas na PCA contém dados
espectroscopicos ou espectrométricos, como CLAE-DAD, EM ou RMN de H, sendo aplicado
principalmente para discriminacdo de amostras submetidas a diferentes condi¢cdes genéticas e

ambientais.
1.7.3 Andlise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA)

A HCA é outro método ndo-supervisionado comumente empregado na analise de perfis
metabolicos e consiste no agrupamento de amostras de acordo com a sua similaridade. Nesta
analise, € necessario o input das fungdes (a) métrica, que determina a distancia utilizada para o
calculo da similaridade, como euclidiana, minkowski e mahalanobis; (b) de ligagdo entre as
amostras, como completo, médio, mediana ou Ward. Vale ressaltar que a escolha das funcgdes
influencia diretamente no resultado, comumente disposto em dendograma de arvore (Figura 9)
(WEBB, 2002; DUDA et al., 2000).

Apesar de simples de ser realizado, o HCA apresenta como principal desvantagem nao
informar a razdo quimica dos agrupamentos, nao revelando, portanto, os metabolitos responsaveis

por determinado grupo.

Figura 9 — Exemplo de dendograma proveniente do HCA.
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Fonte: Autor.
1.7.4 Analise discriminatoéria

A analise discriminatdria tem sido amplamente utilizada na descoberta de biomarcadores,
classificacéo e predicéo de caracteristicas, tendo em vista que o0 conjunto de dados a ser processado

necessita de uma variavel resposta de interesse, podendo essas ser de carater discreto ou continuo.
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O objetivo principal de métodos supervisionados é obter uma correlagdo entre uma varidvel de
resposta e um conjunto de dados usado como base para previsdo. Um dos métodos mais usualmente
utilizados para andlise discriminatoria € o PLS-DA (Partial Least Squares - Discriminant Analysis)
(STAHLE, 1977).

1.7.5 PLS-DA

A utilizacdo da técnica PLS foi primeiramente desenvolvida buscando solucionar
problemas de regressdo. Com o desenvolvimento da mesma, problemas de classificacdo foram
abordados através da analise discriminatoria, PLS-DA (BOULESTEIX, 2004; NGUYEN;
ROCKE, 2002). O método consiste de um vetor Y que representa os valores das classes em relacéo
ao vetor X (conjunto de dados). O modelo gerado tem como parametros o R2, que mede a
adequacao do modelo para o conjunto de dados de treino, enquanto Q2 e PRESS sao utilizados
para avaliar a capacidade de previsdo do modelo, sendo recomendado o uso de dupla validacao
cruzada (SZYMANSKA et al., 2012) juntamente com o nimero de erros de classificacdo como
estatistica de diagnostico.

A técnica tem apresentado sucesso em sua aplicacdo em diversos estudos que visam a
classificacio e também a identificacdo de biomarcadores (MARZETTI et al., 2014,
VELAGAPUDI et al., 2010; WANG et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

-Cultivar co-culturas dos fungos Phomopsis cassiae e Fusarium solani isolados de S.
Spectabilis, em meio solido (Agar).

-Obter o perfil cromatogréfico (fingerprint) dos extratos produzidos pelos microrganismos
nas culturas puras e co-culturas.

-Avaliar a inducéo de metabolitos produzidos em co-cultivo através do auxilio das técnicas
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD),
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN).

-Utilizar métodos quimiométricos com o intuito de auxiliar na interpretacdo e maximizacao

das informacGes obtidas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

O fluxograma geral utilizado, que engloba sucintamente os procedimentos realizados ao
decorrer desse trabalho sdo descritos na Figura 10, sendo 0s materiais, instrumentos e técnicas

descritos na secdo 3.1 e as metodologias aplicadas na se¢éo 3.2.

Figura 10 — Fluxograma geral das metodologias aplicadas

Organizagdo
dos

i Avaliacdo do i Maceradas
Cultivo em PDA . .C . experimentos Amostras —] Amostras
28°C, 12 dias rescimento Cultivo em PDA Liofilizadas
28 °C, 12 dias
Solugdo extratora Sonicagdo
Fungos AcOEt/CH,Cl,/MeOH | 20 min.
Cultivo em CZAPEK] Avaliacdo do Andlise dos
. Extratos
28°C, 12 dias | Crescimento Extratos
Grad. exp. Grad. exp.
H,0/ACN | H,0/MeOH Sililagdo | Metoximagao CD;0D | Tubo (3 mm)
0,1% Ac. v/v | 0,1% Ac. v/v
Tratamento | Awvaliagdoe ] 1
quimiométrico otimizagdo CLAE-DAD CG-EM RMN de “H

Fonte: Autor

3.1 Materiais, instrumentos e técnicas

3.1.1 Meios para cultivo dos microrganismos

Os fungos F. solani e P. cassiae, previamente isolados e pré-cultivados (CARDOSO, 2015;
CHAPLA, 2010), foram cultivados em meios de cultura solidos comerciais do fabricante Himedia:

Czapek dox agar: 49,01 g/L agua, pH final = 7,3 £ 0,2 a 25 °C. [Sacarose (30 g); nitrato de
sodio (2 g); fostato dipotassico (1 g); sulfato de magnésio (0,5 g); cloreto de potassio (0,5 g); sultato
ferroro (0,01 g); agar (15 g)]

Batata dextrose agar (BDA): 39 g/L agua, pH final = 5,6 + 0,2 a 25°C. [Fécula de batata (4
), dextrose (20 g), agar (15 g)].

Os experimentos foram mantidos dentro de uma incubadora termostaticamente isolada

com temperatura controlada (28 °C).
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3.1.2 Esterilizacdo dos materiais e manipulacao dos experimentos

A esterilizacdo dos materiais utilizados para manipulacdo dos microrganismos e meios de
cultivo foram autoclavados por aproximadamente 20 minutos a temperatura de 121 °C e 1 atm.

Todos os procedimentos foram realizados em Capela de Fluxo Laminar Pachame PA-310
Série 172-99 previamente esterelizada com etanol 70% (v/v) e radiacdo ultravioleta.

3.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detectores de Arranjos de Diodo
(CLAE-DAD)

O equipamento utilizado da marca Shimadzu, acoplado a bombas modelo LC-6 AD
Shimadzu, sistema de controle SCL-10VP, detector de arranjo de diodos UV/VIS- PC1520 —
DiodeArray, A seguinte coluna analitica foi utilizada: Phenomenex® Kinetex C18 5u 100A, 150
X 4,60 mm.

3.1.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Para as analises por CG-EM utilizou-se cromatografo a gas Shimadzu QP-2010 equipado
com injetor automatico AOC-5000 Shimadzu e interface com um espectrometro de massas. A
coluna utilizada foi EN5MS (30 m x 0,25 fEm x 0,25 mm), GCMS solutions Ver. 2.5. A
temperatura do forno foi assim programada: 120 °C para 320 °C a uma taxa de aquecimento de 3
°C/ min 73 minutos. A temperatura do injetor foi 260 °C.

Modo de injecdo: splitless/split (Grob). Inicio splitless, 0,75 min split(1/50), 2 min split
1/20, gas de arraste hélio (99,999%) a um fluxo constante de 1,0 mL/min, o volume de amostra
injetado foi de 1 pL. Pressdo: 114,9 kPa, velocidade linear: 43,1 cm/sec., fluxo total: 17,3.
Condicoes EM: temperatura da fonte de ions e interface de 250 °C, modo de impacto de eletrons a
70 eV, faixa da massas de aquisi¢ao de m/z 40-800 Daltons.

3.1.5 Ressonancia Magnética Nuclear de H

Os espectros de *H RMN foram realizados em um instrumento Bruker Avance 600

operando a 600 MHz, na frequéncia do hidrogénio, operando com uma criossonda de 3 mm.
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3.1.6 Solventes utilizados

Agua deionizada: A agua utilizada no preparo dos meios de cultivo foi deionizada (18 mQ;
Milli-Q, Millipore).

Metanol Deuterado: Cambridge Isoto e Laboratories, Inc. (CIL), 99,8%.

Acetato de etila: Merck, 99,8%.

Diclorometano: Merck, 99,8%.

Acetonitrila: grau HPLC, Merck, 99,9%

Metanol: grau HPLC, Merck, 99,9%

3.1.7 Outros equipamentos

Balanga analitica: Os meios de cultura e as amostras dos extratos foram pesados em balanca
analitica Mettler Toledo AG 204.

Ultrassom: Elma S 60H Elmasonic U=220-240V e P=550W.

Liofilizador: ALPHA 2-4, LDPLUS, Christ Analitica

Incubadora: SHAKER Regrigerada SL — 223, SOLAB

3.2 Metodologia Experimental
3.2.1 Cultivo dos fungos para obtencéo dos extratos brutos

As linhagens dos fungos F. solani e P. cassiae foram repicadas para placas de Petri
previamente preparadas e esterelizadas. A distribui¢do geométrica dos indculos ocorreu segundo a
Figura 11, sendo feita trés replicatas para cada experimento (Branco, Co-cultivo, P. cassiae e F.

solani). Os cultivos foram mantidos sob temperatura controlada (28°C) por 12 dias.

Figura 11 — Esquematizacdo das distribuigdes geométricas dos fungos nos experimentos.

Fungo A

Fonte: Autor.
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Ao final do periodo de incubacdo, todo o material contido na placa foi cortado em cubos
(salvo os experimentos de co-cultivo que tiveram apenas a regido de confronto recolhida) e
armazenado em potes de vidros estereis a -80° C por dois dias. Posteriormente, as amostras foram
liofilizadas por 2 dias, visando remover o excesso de agua do meio de cultivo e congeladas 2 dias.
Em seguida, foram trituradas manualmente com auxilio de um bastéo de vidro, sendo adicionado
20 mL de uma solucdo extratora (Acetato de etila: Diclorometano: Metanol - 3:2:1) e sonicadas
por 20 minutos (BERTRAND et al, 2013). Os extratos foram entdo congelados, liofilizados e

pesados.
3.2.2 Avaliacao do Perfil Quimico dos Extratos Brutos

Os extratos brutos obtidos de cada fungo foram submetidos as analises quimicas utilizando
as seguintes técnicas
1) Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos

As amostras foram preparadas em uma concentragdo de 5 mg.mL? 100% metanol e
filtradas. Os perfis cromatogréaficos foram obtidos utilizando como fases moveis:

- Agua (A) e metanol (B), ambas acidificadas com 0,1 % (v/v) de &cido férmico, com uma
vazdo de 1,0 mL.mint,

- Agua (A) e acetonitrila (B), ambas acidificadas com 0,1 % (v/v) de acido formico, com
uma vazio de 1,0 mL.min,

A eluicdo em gradiente seguiu 0 método descrito na Tabela 1.
Tabela 1 - Método empregado nas analises de CLAE-DAD.

Tempo (min)  Acdo  B(%)

0,01 B. Conc. 15
30 B.Conc. 100
35 B.Conc. 100
36 B. Conc. 15
50 B. Conc. 15

Fonte: Autor

3) Andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas

A preparacao das amostras consistiu na metoximagcao e sililacdo das amostras através dos
seguintes procedimentos:

Metoximagéo: 5-10 mg da amostra foram solubilizados em 80 pL de uma solugéo de
metoxiamina em piridina (20 mg.ml?), em seguida adicionou-se 100 pL de piridina e aqueceu-se
em banho-maria a 30°C por 90 min.
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Sililagdo: Na amostra metoximada adicionou-se 200 pL de MSTFA [N-metil-
N(trimetilsilil)trifluoroacetamida], homogeneizou-se bem e aqueceu-se a 37°C por 30 min.

Apds esses procedimentos a amostra foi filtrada com microfiltro de 0,22 um e transferida
para vial com insert de 350 pL.

4) Analise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H RMN)

Para obtencdo dos espectros de RMN de 'H dos extratos brutos, as amostras foram
preparadas em uma concentracdo de 5 mg.ml?, filtradas e submetidas a analise utilizando CDsOD
como solvente deuterado.

Os parametros utilizados foram: Sequéncia de pulso: zgcppr (pre-saturagdo); TD (time
domain — nimero de pontos): 57690; DS (dummyscan): 4; NS (number of scans): 208, SW
(spectral windows): 160221, O1P (ponto de irradiacéo): 4,9 (2940,64 Hz); D1: 2, Temperatura: 22
°C.

3.2.3 Tratamento quimiométrico

Todos os dados obtidos pela técnica de CLAE-DAD foram organizados em uma matriz,
onde as linhas sdo relativas as amostras (nUmero de cromatogramas) e as colunas representam as

intensidades relativas em cada tempo de eluicdo. A Tabela 2 exemplifica o procedimento adotado.

Tabela 2 — Exemplo da esquematizagdo das matrizes para tratamento quimiométrico.

Dados cromatograficos

AmO01 15 20 Intensidade n;
Am02 7 O Intensidade n;

AmO03 59 66 Intensidade n3

Am X 23 35 Intensidade ny

Fonte: Autor

A matriz foi normalizada, afim de compensar possiveis variacdes decorrentes da
preparacdo das amostras e erros sistematicos dos equipamentos, sendo posteriormente centrada na
média, para que as coordenadas ficassem no centro do conjunto de dados. O software utilizado
para o tratamento dos dados foi 0 programa computacional Matlab (2014a).

Os perfis cromatograficos obtidos foram analisados utilizando as ferramentas
quimiomeétricas:

a) Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA — Hierarchical Cluster Analysis).
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b) Andlise Discriminatéria por Minimos Quadrados (PLS-DA - Partial last Square

Discriminant Analysis).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento dos fungos selecionados

Os microrganismos, em geral, apresentam uma ampla versatilidade e diversidade em suas
exigéncias nutricionais, sendo que alguns deles necessitam apenas de poucos nutrientes
inorganicos como sua fonte de alimento, enquanto outros requerem meios de cultivo mais
complexos (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996). Dessa maneira, cada estudo metabolémico em
microrganismos deve ter como base a observacdo do crescimento, analisando se determinado meio
é adequado para o desenvolvimento do organismo vivo.

O cultivo dos fungos foi realizado, primeiramente, como culturas isoladas no meio czapek
dox agar, a escolha desse meio foi feita através da observacdo de um importante fendmeno que
induz a producdo de metabolitos secundarios em co-cultivo: a competicdo por nutrientes
(BERTRAND et al., 2013). Dessa maneira, um meio de cultivo escasso em nutrientes poderia
sugerir uma maior inducdo de metabolitos referente a interagdo entre 0s microrganismos.

Ao se avaliar o crescimento de ambos os fungos, foi observado que a espécie P. cassiae
obteve uma baixa taxa de crescimento comparado ao F. solani (Figura 12). Adicionalmente, das
cinco réplicas do fungo P. cassiae, apenas duas se desenvolveram, sugerindo que o fungo em
questdo poderia necessitar de um meio com maior teor de nutrientes.

Figura 12 — Comparagéo dos crescimentos dos fungos P. cassiae e F. solani em meio czapek dox
agar.

1° dia de crescimento 8° dia de crescimento

P. cassiae F. solani P. cassiae F. solani

Fonte: Autor.

Neste contexto, 0 meio de cultivo foi alterado para BDA, que possuiu mais nutrientes
comparado ao czapek dox agar. Observou-se um bom desenvolvimento para ambos os fungos em
todas as cinco replicas, demonstrando uma taxa de crescimento semelhante ao decorrer dos dias
(Figura 13).
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Figura 13 - Comparacao dos crescimentos dos fungos P. cassiae e F. solani em meio BDA.

1° dia de crescimento 8° dia de crescimento

F. solani P. cassiae F. solani P. cassiae

Fonte: Autor.

E importante avaliar que a mudanca do meio de cultivo resultou em diferentes
pigmentacdes dos fungos, Figura 14 comparada a 12, fato ja relatado previamente (PRADEEP et
al., 2013). Ao final do experimento (periodo de incubacdo de 12 dias), ambos os fungos

preencheram a placa de Petri (Figura 14).

Figura 14 — Imagem da frente e verso das placas de Petri dos fungos selecionados em meio BDA,
12 dias.

F. solani P. cassiae

Verso Frente Frente

Fonte: Autor.

4.1.1 Observacdes morfoldgicas do experimento de co-cultivo

Ao analisarmos a morfologia dos fungos em co-cultivo, observasse que a espécie P. cassiae
apresenta bordas claras nos primeiros dias, porém, quando ocorre a aproximacgao do fungo F. solani
as bordas comegam a escurecer, formando um precipitado escuro (Figura 15), sugestivo da
producdo ou modificacdo estrutural de algum metabolito na regido de confronto.



40

Figura 15 — Evolucédo temporal do experimento de co-cultivo.

40 dia 8° dia 12 °dia

F. solani F. solani F. solani

P. cassiae P. cassiae P. cassiae

12 ° dia

P. cassiae F. solani

Fonte: Autor.

Concomitantemente, é importante observamos na Figura 15 que os fungos ndo se tocam ao
final do experimento, sugerindo que ocorra o tipo de interagdo chamado inibicdo a distancia. Este
padrdo sugere fortemente a libertacdo de uma ou mais substancias antifingicas no meio
(BERTRAND et al., 2013), que evitaria a aproximacao do F. solani. Para carater de comparacao,
a Figura 16 demonstra o co-cultivo aonde ocorre a inibi¢cdo por contato, onde se observa as
diferengas notéveis entre os tipos de interacdo (Inibi¢do por contato versus Inibicdo a distancia).
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Figura 16 - Comparacéo da interacdo de inibicao a distancia em relacéo a inibic¢éo por contato.

Tipo de Interacdo e Fungos Frente Verso

P. cassiae P. cassiae

Inibicéo a distancia — Co-cultivo

dos fungos F. solani e P. cassiae

Inibig&o por contato — Co-
cultivo dos fungos F. solani e F.

oxysporum

Fonte: Autor.

4.2 Obtencao dos extratos brutos

As massas dos extratos brutos estdo descritas na Tabela 3, em conjunto com a coloragéo de

cada extrato.

Tabela 3 — Massa e coloracdo dos extratos obtidos em meio BDA.

Fungo F. solani P. cassiae Co- cultivo Branco
Replica 1 2 3|1 2 3|1 2 3 1 2 3
Massa de Extrato (mg) | 6,7 90 56|85 71 99|38 35 44127 220 72

- - - -

|

d

Coloragéo dos Extratos

Fonte: Autor.
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Um aspecto notavel quando analisamos a Tabela 3 é em relagdo ao baixo rendimento de
cada experimento. A utilizacdo de meios de cultura solido apresentam algumas vantagens, podendo
propiciar a identificacdo de padrdes de interacdes, assim como, a visualizacdo de possiveis
mudancas nas morfologias dos microrganismos quando em co-cultivo. Entretanto, a quantidade de
extrato obtida nessa abordagem é baixa quando comparada ao meio liquido, o que gera um desafio
ao analista quanto ao isolamento de metabdlitos (BERTRAND et al., 2014).

4.3 Andlise por CLAE-DAD dos extratos em meio BDA

Os cromatogramas obtidos pela técnica CLAE-DAD dos extratos brutos em gradiente
acetonitrila e metanol, Figuras 14 e 15, apresentam varios sinais com diferentes absorbancias e

tempos de retengéo variados, sugerindo compostos com polaridades diversas.

Figura 17 — Cromatogramas CLAE-DAD em gradiente de metanol dos extratos brutos em PDB,
254 nm.
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Fonte: Autor
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Figura 18 - Cromatogramas em gradiente de acetonitrila dos extratos brutos em PDB, 254 nm.
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Fonte: Autor
4.3.1 Avaliacado da fase mével para a metodologia de CLAE-DAD

Os solventes organicos mais frequentemente utilizados como fase movel em cromatografia
reversa sdo acetonitrila e metanol, sendo a mais empregada a acetonitrila. A escolha tem como
base algumas caracteristicas desse solvente:

1) Absorbéncia: da acetonitrila apresenta uma absorcéo baixa ao se trabalhar com comprimentos
de onda menores (200-250 nm) em comparacdo com metanol (Figura 19), tendo como
possibilidade observar compostos dentro da faixa de 205-220 nm (SNYDER et al., 2010).
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Figura 19 — Comparacéo das absorbancias entre metanol e acetonitrila.
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Fonte: SNYDER et al., 2010.
2) Pressdo na coluna: a pressdo varia de acordo com a proporc¢éo e o tipo da mistura existente na

coluna. A Figura 20 mostra as diferencas existentes entre os dois solventes, considerando uma

mesma vazdo. Solugdes com acetonitrila apresentam uma menor pressdo na coluna (SNYDER et
al., 2010).

Figura 20 — Relacdo entre a mistura de solventes e pressdo em uma coluna (STR ODS-II, 150 x
4.6 mm).
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3) Forca de eluicdo: a acetonitrila apresenta uma maior forca de elui¢do, em alguns casos, quando

comparada ao metanol em concentracdes mais baixas (Figura 21) (SNYDER et al., 2010).

Figura 21 — Comparacéo da eluicdo da cafeina em gradiente metanol e acetonitrila.
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Fonte: SNYDER et al., 2010

Além dessas trés caracteristicas citadas, pode haver diferencas na separa¢do dos compostos
e formato das bandas cromatograficas. Porém, a utilizacdo de acetonitrila apresenta fatores
negativos, como o custo do solvente, toxicidade e, interagdes coma fase estacionaria, diminuindo

o0 tempo de vida da coluna.

- Quantidade de bandas

O primeiro parametro a ser observado foi a diferenca na quantidade de sinais entre ambas

as metodologias (Tabela 4).

Tabela 4 — Contagem de picos ao se utilizar metanol e acetonitrila como fase movel, 254 nm.

Tipo de solvente | Branco F. solani P. cassiae Co-cultivo
Metanol 90 102 111 111
Acetonitrila 87 167 164 168

Fonte: Autor

Constata-se que ocorreu um aumento no nimero de bandas préximo de 29,4% de metanol
para acetonitrila. Um aumento do nimero de sinais observados corresponde com uma resolucéo
global aumentada, em outras palavras, a metodologia que utiliza de acetonitrila como fase mével

propiciou uma melhor separagdo dos compostos presentes no extrato.
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- Forca de eluicdo e afinamento dos sinais

Em relacdo a forca de eluicdo dos solventes, ao compararmos dois cromatogramas referente
ao fungo F. solani em ambas as metodologias (Figura 22), nota-se um deslocamento para a

esquerda dos sinais ao se utilizar acetonitrila

Figura 22 — Cromatogramas do fungo F. solani seguindo as metodologias com acetonitrila e
metanol.
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Fonte: Autor

Ao compararmos um mesmo composto que elui em 11,29 min. em acetonitrila — 21,65 min.
em metanol (Figura 23), é observado um afinamento nos sinais, o que sugere que a metodologia
que utiliza acetonitrila pode propiciar uma maior deteccdo, tendo em vista que o alargamento dos
sinais diminui a intensidade e pode provocar a sobreposic¢do de sinais. Dessa maneira, a fase mével

escolhida foi a acetonitrila.

Figura 23 — Comparagdo de um mesmo sinal para diferentes fases moveis.
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4.3.2 Extraindo as intensidades méximas e otimizando os cromatogramas de CLAE-
DAD

Uma das abordagens iniciais ao se trabalhar com dados de CLAE-DAD ¢ analisar qual
comprimento de onda é mais adequado para se observar e comparar 0s cromatogramas. Tal
procedimento, em alguns casos, pode ndo chegar em uma condi¢do otimizada para todas as
substancias eluidas, tendo em vista a grande quantidade de compostos quimicos que podem

absorver em comprimentos de ondas distintos (Figura 24).

Figura 24 — Exemplificacdo da diferenca de intensidades de absorcdo méximas.
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Fonte: Autor.

Uma abordagem proposta para trabalhar com maiores intensidades e facilitar a visualizagéo
e comparacao dos cromatogramas pode ser feita através da funcao “MAX” do Matlab, onde ocorre
a busca pelo valor maximo de cada tempo de retencdo. Dessa maneira, os dados de CLAE-DAD
obtidos foram organizados em matrizes com todos os comprimentos de onda analisados e suas

intensidades relativas (Figura 25).

Figura 25 — Exemplificacdo grafica de uma matriz com todos os comprimentos de onda.
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Fonte: Autor.
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Apobs a organizagdo, foram extraidas as intensidades méaximas através do comando:
[Y]=max(X,[],DIM) e posteriormente a linha de base foi refeita. Ao compararmos um
cromatograma refeito através deste procedimento e um descrito na secdo 4.2.1, ambos da mesma

réplica e fungo, torna-se notavel o aumento das intensidades (Figura 26).

Figura 26 — Cromatogramas do fungo F. solani: refeito com a funcdo MAX e em 254 m.
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Fonte: Autor.
Observa-se que a utilizacdo da funcdo MAX melhora as intensidades dos cromatogramas,
facilitando a comparacéo e visualizacdo de sinais. Dessa maneira, as abordagens quimiométricas

foram baseadas em cromatogramas refeitos com a fungdo MAX.

4.4 Abordagem quimiometrica para os dados de CLAE-DAD

4.4.1 Visualizacdo de similaridade do conjunto de dados por HCA

A anélise ndo supervisionada utilizada nesse trabalho consiste no uso da ferramenta HCA,
que busca verificar a similaridade existente entre um determinado conjunto amostral, analisando
como um todo a matriz de dados. Dessa maneira, é possivel verificar visualmente a concordancia
entre amostras pelos graus de similaridade encontrados através de um dendograma.

O método néo supervisionado HCA (Figura 27) conseguiu separar o conjunto de dados em
4 clases distintas com uma similaridade de 38%. As amostras do branco 01 e 02 sdo as mais
semelhantes, seguidas das amostras F. solani 01 e 02. O conjunto de dados ficou organizado em
grupos com similaridades entre 50% a 38%. Valores proximos a 100% correspondem a amostras
identicas, a medida que esse valor decresce, significa que as amostras comecam a diferir em suas
informacdes em relacdo ao conjunto de dados, chegando a zero, onde ndo existe nenhuma

similaridade.

30
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E importante destacar que as diferencas podem ser virtude do comportamento Gnico em
cada experimento devido a grande complexidade existente quando se trabalha com matrizes
biologicas. Sabe-se que podem existir fendmenos de inducdo ainda incompreensiveis que
acontecem em um numero aleatorio de réplicas (JANSEN et al., 2015), em conjunto com possiveis
varia¢fes metabdlicas e bioldgicas que possam ocorrer durante o crescimento de microrganismos
(WILLIAMS, et al. 2008).

Figura 27 — Dendograma obtido pela anélise ndo supervisionada HCA para o conjunto de dados
de CLAE-DAD.
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1,0 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Similaridade (%)

Fonte: Autor

O método utilizado indicou a existéncia de diferencas entre as amostras de co-cultivo e das
culturas isoladas, porém, ndo propicia a visualizagdo de quais sinais sdo responsaveis por tal
separagdo, consequentemente, uma segunda ferramenta quimiomeétrica foi utilizada, com o intuito

de observar quais variaveis sdo responsaveis pela distingdo do conjunto amostral.

4.4.2 Utilizagdo de método supervisionado PLS-DA para otimizag&o de resultados

Visando observar as diferencas existentes entre os experimentos de co-cultivo em relagéo
as culturas isoladas, o modelo de classificacdo PLS-DA foi aplicado aos dados de CLAE-DAD da

secdo 4.3.2. Na Figura 28 temos o grafico de scores gerado.



Figura 28 - Gréfico de scores das variaveis refeitas de CLAE-DAD.
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A posigdo das amostras no grafico de scores informa quais sdo suas caracteristicas em
relacdo aos dados de CLAE-DAD. Em um primeiro momento, 0 agrupamento das amostras sugere
uma certa concordancia em relacdo a cada grupo de experimentos, onde cada réplica se apresenta
préxima a outra.

As distribuicGes dos scores das amostras do branco estdo mais proximas, o que era
esperado, tendo em vista que apresentam apenas compostos do meio batata dextrose agar, que
devem variar apenas em concentracdo de constituintes, levando em consideracdo possiveis erros
aleatdrios. Em relacédo ao co-cultivo, temos uma distribuicdo geométrica na forma de um triangulo
em relac&o a cada cultivo isolado. Em determinada dimenséo ele estd numa regido que fica entre
os dois fungos, demonstrando que existem variaveis existentes no experimento de co-cultivo que
estdo presentes nas culturas isoladas (Figura 29). Em outras palavras, os sinais de CLAE-DAD

encontrados em F. solani e P. cassiae podem ser encontrados no experimento de co-cultivo.

Figura 29 — Elucidacéo e analise dos grupos formados no grafico de scores.
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Fonte: Autor
Por outro lado, o co-cultivo se distancia de ambos os cultivos isolados quando observamos
0 Vvértice do triangulo mais préximo do co-cultivo, demonstrando que, em seu conjunto de dados,

existe algum sinal que o distingue das culturas isolados (Figura 29-30).
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Figura 30 — Grafico de scores observado tridimensionalmente.
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Ao direcionarmos a analise para os metabolitos induzidos, analisou-se quais coordenadas
(PC1 e PC2) e qual parte dessas coordenadas (ambas positivas) (Figura 29) encontravam-se as
réplicas dos experimentos de co-cultivo.

O gréafico de loadings mostra o conjunto de varidveis responsaveis pela distribuicao
geométrica das amostras no grafico de scores, dessa maneira, foi efetuada uma comparacao entre
0s sinais positivos presentes na PC1 e PC2 com os cromatogramas da secdo 4.3.2. Em virtude da
existéncia de trés réplicas para cada amostra, foi realizada a média dos cromatogramas de cada
experimento e, posteriormente, a comparacdo com os graficos de loadings da PC1 e PC2. Ao
analisarmos a Figura 31, observamos que alguns dos sinais que provocaram o afastamento das
amostras de co-cultivo no grafico de scores, estdo presentes apenas nos experimentos onde ocorreu
a interacdo entre os dois microrganismos, demonstrando indicios da producdo de novos

metabdlitos.
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Figura 31 — Comparagéo do gréafico de loadings da PC1 e PC2 com a média das réplicas dos

cromatogramas.
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Os sinais identificados apenas nos experimentos de co-cultivo estdo descritos na Tabela 5

e 0s cromatogramas das absorces no UV na Figura 32.

Tabela 5 — Identificagdo dos compostos em co-cultivo em relacédo a técnica de CLAE-DAD

Identificacdo Tempo de Retengéo (min) Absorc¢do no UV

A 14,85 222; 371
B 16,39 228; 265
C 23,00 228
D 27,75 230
E 31,55 228

Fonte: Autor
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Na maioria dos casos é possivel salientar que o comprimento de onda revela compostos
com baixo nimero de cromoforos, exceto para a substancia. A, na qual é possivel indicar a presenca
de grupos aromaticos policonjungados. Podemos ainda notar que o tempo retencdo sugere
compostos de média para baixa polaridade (Figura 32). Contudo, os valores de UV sdo
insuficientes para a determinacdo dos compostos que marcam o grupo do co-cultivo e assim

técnicas mais sofisticadas foram utilizadas afim de solucionar a estrutura desses compostos.

Figura 32 — Absorges das substancias induzidas em co-cultivo.
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Fonte: Autor

4.5 Andlise dos extratos por RMN de 'H

Os espectros dos extratos, Figura 33-36, obtidos pela anélise de *H RMN apresentaram uma

complexidade elevada por se tratar de extratos brutos.



Figura 33 - Espectro de RMN de *H do fungo F. solani em meio batata dextrose agar (CDsOD — 600 MHz).
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Figura 34 - Espectro de RMN de *H do fungo P. cassiae em meio batata dextrose agar (CD3OD — 600 MHz).
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Figura 35 - Espectro de RMN de *H do experimento de co-cultivo dos fungos P. cassiae e F. solani em meio batata dextrose agar (CD3OD — 600
MHz).

12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 3.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

8.5 8.0 75 7.0 6.5 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Fonte: Autor



Figura 36 - Espectro de RMN de *H do meio batata dextrose agar (CDsOD — 600 MHz).
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Os espectros referente aos fungos F. solani e P. cassiae apresentaram perfil quimico
distintos. E possivel verificar no espectro de F. solani uma maior complexidade nas regides de
hidrogénios alifaticos (0,0-3,0 ppm), metilicos, metilénicos e metinicos ligados a oxigénios e
olefinicos (3,0-5,5 ppm) quando comparada esta mesmo regido no espectro do P. cassiae Ainda
observou-se uma baixa intensidade na regido de hidrogénios aromaticos (6,0-8,5 ppm) para ambos
0S espectros.

O espectro do co-cultivo apresentou uma maior similaridade com o espectro do F. solani,
sendo observado diferencas de sinais em diversos deslocamentos que sdo demonstrados na Figura
37-38.

Figura 37 — Diferenca de sinais do co-cultivo em relacdo as culturas isoladas.
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Fonte: Autor

Figura 38 - Diferenca de sinais do co-cultivo em relacdo as culturas isoladas.
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Fonte: Autor
Apesar das diferencas significativas encontradas, nao foi possivel realizar experimentos na
tentativa de elucidar ou correlacionar as moléculas em mistura. As amostras foram submetidas a

técnicas como TOCSY (Total Correlation Spectroscopy), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
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Correlation) e HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation), porém, os sinais observados
encontram-se numa propor¢ao minoritaria quando comparado com o restante do extrato, o que
impossibilitou a identificacdo das mesmas. Dessa maneira, foi proposto a anélise por CG-EM, uma
técnica extremamente sensivel e com melhor capacidade de separagdo cromatogréfica afim de

determinar os possiveis compostos.
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4.6 Analise dos extratos por CG-EM

Os cromatogramas obtidos dos extratos em meio potato dox agar pela técnica CG-EM sao

apresentados na Figura 39.

Figura 39 — Cromatogramas dos extratos obtidos por CG-EM.
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Apesar dos cromatogramas ndo estarem na mesma escala, € possivel avaliar visualmente a
diferenca nos perfis cromatogréaficos. Vale ressaltar que a natureza da técnica empregada leva em
consideragdo que os compostos analisados devem ser volateis e termicamente estaveis, fato que
ndo ocorre em metabolitos polares. Dessa maneira, as derivatizag¢des visam produzir mudancas nas
estruturas quimicas das substancias com o objetivo de torna-las termicamente estaveis, menos
reativas e que interajam menos com a coluna (LUEDEMANN et al., 2008). A Figura 40 demonstra

um esquema simplificado de metoximacéo seguido de sililacao.

Figura 40 — Esquema simplificado das reacGes de metoximacéo seguido de sililagéo.
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Fonte: Autor
Através da base de dados NIST, foi realizada uma busca dos sinais observados nos
cromatogramas com uma similaridade superior a 70%, sendo encontradas as substancias descritas

na Tabela 6 e os fragmentos comparados nas Figuras em anexo 41-70.
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Tabela 6 — Comparacdo com banco de dados NIST dos sinais observados em CG-MS.

Tempo de Retencdo

ID . (m/z) Similaridade Substancias
(min)
1 3,31 204 91% N,N'-di(trimetillsilil)ureia
2 3,72 108 92% Trimetil silil eter de glicerol
3 4,551 322 92% acido propanoico, 2,3-di[(trimetilsilil)oxi
4 4,89 230 71% cido nonanoico, trimetilsilil ester
5 7,59 350 83% acido malico, trimetilsilil, di(trimetilsilil) ester
6 7,86 350 82% acido hexanedioico, di(trimetilsilil) ester
7 799 290 83% 3,8-dioxi-2,9-disilildecano, 2,2,9,9-tetrametil-5,6-
' di[(trimetilsilil)oxi
8 8,18 410 2% butanal, 2,3,4-tri[(trimetilsilil)oxi
9 8,91 336 92% trimetil(2,6 ditert.-butilfenoxi)silano
10 9,62 424 91% acido treonico, tri(trimetilsilil) eter
11 11,.59 364 85% &cido xilonico, 2,3,5-tri(trimetilsilil)
12 12,33 332 2% acido azelaico, di(trimetilsilil) ester
13 12,72 466 77% acido mannoonico, 2,3,5,6-tetra(trimetilsilil)
14 13,19 318 79% cido octanedioico, di(trimetillsilil) ester
15 14,53 512 95% arabitol, penta(trimetilsilil) eter
16 16,25 322 86% acido azelaico, di(trimetilsilil) ester
17 16,51 526 89% acido ribonico, 2,3,4,5-tetra(trimetilsilil)
18 17,43 210 76% pirrolo[1,2]pirazina-1,4-diona
19 17,69 300 92% &cido tetradecanoico, trimetilsilil ester
20 18,07 526 84% ribo-hexitol, 3-deoxi-1,2,4,5,6-penta(trimetilsilil)
21 18,81 569 84% frutose, 1,3,4,5,6-penta(trimetilsilil)
22 20,33 627 86% glicose hexa(trimetilsilil)
23 21,28 604 91% trimetilsilil eter de glucitol
24 23,21 326 7% cido Palmiteladico, trimetilsilil ester
25 2529 247 76% tetrahidro-7-metilbenzoacridina
26 33,49 244 82% &cido linoleico, trimetilsilil
27 34,23 244 85% benzilhexahidropirrolo[1,2]pirazina-1,4-diona
28 35,71 438 T1% xilofuranoso-1,2,3,5-tetra(trimetilsilil)
29 38,10 278 91% acido 1,2-benzenodicarboxilico, mono(2-etilhexil) ester
30 42,78 358 75% 3,6-dioxi-2,7-disiloctano

Fonte: Autor

A presenga de agucares nas amostras é sugerida quando realizamos a busca no banco de
dados, sendo possivel constatar a presenca de frutose, glicose e derivados. Uma grande variedade
de acidos e encontrada, junto com heterociclos e estruturas com cadeias carbonicas longas. A

Tabela 7 esquematiza os sinais observados em cada amostra em relacéo a Tabela 6.



64

Tabela 7 — IDs referentes aos sinais de CG-EM quando comparado as amostras de extratos.

Sinais
Amostras ) ID observadas Compostos Adicionais
integrados
Branco 27 2,6,7,20,21, 22,23 -
1-metil-2-metoxi-2-piridinol
) 6,7,12,14, 16, 19, 20, 21, 25, 27, ]
P. cassiae 56 29 1-dodecanol ; 3,5-di(1,1-
dimetiletil)fenol
F. solani 51 6,8,9, 11, 17, 19, 20, 21, 22, 24, 27 2-4-dietilheptanol; 1-tetradecanol
Co-
) 85 Todas
cultivo

Fonte: Autor

Alguns &cidos organicos apresentados na Tabela 6 podem ser atribuidos aos metabdlitos
primarios que tem importancia industrial (DEMAIN et al., 2000). Por exemplo:
A) Acido azelaico: utilizado no tratamento de acne, possuindo atividade antimicrobiana e
anticancerigena (PANYOSAK et al., 2009).
B) Acido hexadecanoico: utilizado como matéria-prima para producéo de biodiesel (CHEN et al.,
2015).
C) Acido octadecandico: tem sido estudado como matéria-prima na indGstria farmacéutica,
cosmética e alimenticia, sendo associado a diminuicdo do colesterol por via oral (SAGIRI et al.,
2015).
D) Acido linoleico: utilizado no tratamento de acnes, possuindo propriedades anti-inflamatérias
(LETAWE et al., 1998), além de ser essencial para o organismo humano.
E) Acido xil6nico: possui aplicacdes na industria alimenticia, na reducdo da concentracdo de
acrilamidas, e na agricultura no combate a determinados patégenos (TOMODA et al., 2004;
PUJOS, 2006).

Apesar do nimero de sinais observados em cada cromatograma, poucas substancias sdo
encontradas na base de dados NIST quando comparamos perfis de fragmentacdo, isso ocorre pelo
fato de que a maioria dos compostos presentes da base de dados pertencem a plantas, enquanto que

a informag&o de metabolitos oriundos de fungos ainda é reduzida.
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5 CONCLUSOES

As analises e discussdes, neste trabalho, tiveram como objetivo verificar possiveis efeitos
de inducdo de metabolitos provenientes da interacdo dos fungos Fusarium solani e Phomopsis
cassiae num experimento de co-cultivo.

Em relacdo a aspectos morfoldgicos, obtiveram-se dois indicios de uma possivel variacdo
metabolica dos fungos no experimento de co-cultivo: 1) Quando acompanhamos o crescimento de
ambos os fungos e notamos que o fungo Phomopsis cassiae modificou a coloracéo de suas bordas
nas regides proximas ao Fusarium solani. 2) A existéncia de uma regido de inibicdo. Tais fatos
sugerem a producdo de algum composto (ou compostos) que pudesse ser decorrente de um
mecanismo de defesa, sinalizando para que o fungo Fusarium solani pare de se desenvolver na
regido proxima ao contato entre ambos, preservando o espaco ja ocupado pelo Phomopsis cassiae.

Através das analises de CLAE-DAD, e com o auxilio de ferramentas quimiométricas, foi
possivel confirmar a existéncia de compostos produzidos apenas nos experimentos de co-cultivo.
E importante ressaltar que o método supervisionado PLS-DA indicou que todos os experimentos
de co-cultivo apresentaram boa correlacdo e que pelo menos cinco substancias estdo presentes em
todas as réplicas, demonstrando a reprodutibilidade da metodologia aplicada.

Os dados provenientes de CG-EM sugerem substancias para os extratos, sendo encontrado
diferentes compostos para cada amostra com um grau de similaridade superior a 70%. Apesar da
diferenca existente entre os sinais do co-cultivo em relacdo ao resto das amostras, ndo foi possivel
afirmar que as substancias observadas nos cromatogramas de CG-EM sdo as mesmas sugeridas
nos cromatogramas de CLAE-DAD.

A comparagcéo dos espectros de *H RMN demonstrou diversos sinais que existem apenas
nos experimentos de co-cultivo. Porém, a propor¢do minoritaria dos mesmos impossibilitou a
correlagéo ou identificagdo de tais sinais.

A utilizacdo de ferramentas quimiomeétricas demonstrou ser de grande valia, maximizando
e otimizando o conjunto de dados gerados, propiciando uma melhor observacdo das substancias
induzidas e correlacionando as réplicas com seus respectivos sinais.

Embora o cultivo em meio sélido possibilite uma melhor visualizacdo no escopo de um
experimento de co-cultivo, ele se demonstra limitado em relagéo a quantidade de extrato obtido, o
que impossibilita, em muitos casos, a identificacdo das substancias induzidas, fato relatado na
literatura (BERTRAND et al., 2013).

Conclui-se que a abordagem experimental em co-cultivo se revela uma boa ferramenta para
inducdo de metabolitos em microrganismos, estimulando a producdo de compostos com diversos

potenciais. Porém, existem ainda desafios a serem superados quando o objetivo é a identificagdo
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de metabolitos induzidos, devido a propor¢do minoritaria desses compostos em relacdo ao restante
das substancias produzidas.

Esse trabalho tem como perspectivas a producdo e analise dos metabélitos induzidos no
experimento de co-cultivo, tendo em vista o potencial dessas substancias para atuar no controle do
crescimento de microrganismos ou até mesmo no combate dos mesmos.

Tal fato é passivel de afirmagdo ao se observar as relacGes ecoldgicas existentes na
natureza, onde a busca por alimento ou a preservacao de espaco € consequéncia de compostos
quimicos secretados por um microrganismo na tentativa de se defender dos outros. Para tanto, é
necessario aumentar a fonte de extrato, visando uma maior massa que permita a separacdo dos
constituintes de interesse, fazendo uso de técnicas como EM e experimentos de RMN mono e

bidimensionais.
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ANEXOS

Figura 41 — A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacgdo existente na base de dados - N,N'-di(trimetilsilil)ureia.
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Figura 42 - A) Fragmentagdo observada no extrato B) Fragmentagdo existente na base de dados - trimetillsilil eter de glicerol.
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Figura 43 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacdo existente na base de dados - acido propanoico, 2,3-di[(trimetilsilil)oxi.
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Figura 44 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacdo existente na base de dados - acido nonanoico, trimetilsilil ester.
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Figura 45 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacéo existente na base de dados - acido malico, trimetilsilil, di(trimetilsilil) ester.
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Figura 46 - Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacgdo existente na base de dados - &cido Hexanedioico, di(trimetilsilil) ester.
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Figura 47 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacéo existente na base de dados - 3,8-dioxi-2,9-disilildecano.

J px10.000)
T
73
A- o £ 193 - 147
205
0.0 7 —
&0 70 80 20 100 1o 120 130 140 150 160 170 180 150 00 20
| ox10.000)
T
B- o« 103 147
"7 05 217
0.0 51 g1, & . i 139 133 . e, i
&0 70 & 80 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210
Fonte: Autor
Figura 48 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacdo existente na base de dados - butanal, 2,3,4-tri[(trimetilsilil)oxi.
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Figura 49 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentagéo existente na base de dados - trimetil(2,6 ditert.-butilfenoxi)silano.
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Figura 50 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacgdo existente na base de dados - acido threonico, tri(trimetilsilil)éter.
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Figura 51 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentagéo existente na base de dados - acido xilonico, 2,3,5-tri(trimetilsilil).
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Figura 52 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacdo existente na base de dados - acido azelaico, di(trimetilsilil) ester.
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Figura 53 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacgéo existente na base de dados - acido mannoonico, 2,3,5,6-tetra(trimetilsilil).
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Figura 54 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacgéo existente na base de dados - acido octanedioico, di(trimetillsilil) ester.
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Figura 55 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacgéo existente na base de dados - arabitol, penta(trimetilsilil) éter.
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Figura 56 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacdo existente na base de dados - acido azelaico, di(trimetilsilil) ester.
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Figura 57 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentagéo existente na base de dados - acido ribonico, 2,3,4,5-tetra(trimetilsilil).
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Figura 58 - A) Fragmentacéo observada no extrato B) Fragmentagéo existente na base de dados - pirrolo[1,2]pirazina-1,4-diona.
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Figura 59 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacgéo existente na base de dados - acido tetradecanoico, trimetilsilil ester.
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Figura 60 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentagéo existente na base de dados - ribo-hexitol, 3-deoxi-1,2,4,5,6-penta(trimetilsilil).
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Figura 61 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacéo existente na base de dados - frutose, 1,3,4,5,6-penta(trimetilsilil).
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Figura 62 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacdo existente na base de dados - glicose, hexa(trimetilsilil).
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Figura 63 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacéo existente na base de dados - trimetilsilil eter de glucitol.
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Figura 64 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentagdo existente na base de dados - &cido Palmiteladico, trimetilsilil ester.
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Figura 65 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacéo existente na base de dados - tetrahidro-7-metilbenzoacridina.
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Figura 66 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacdo existente na base de dados - acido linoleico, trimetilsilil.
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Figura 67 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacéo existente na base de dados - benzilhexahidropirrolo[1,2]pirazina-1,4-diona.
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Figura 68 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacéo existente na base de dados - xilofuranoso-1,2,3,5-tetra(trimetilsilil).
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Figura 69 - A) Fragmentacdo observada no extrato B) Fragmentacéo existente na base de dados - acido 1,2-benzenodicarboxilico, mono(2-etilhexil)

ester.
. [. 10,000} _—
A - o5 167
] 57 1 R 383
0. pLel W J 8 e 17 132 ] 191 27 745 265 2 398 241 377
5.0 750 100.8 1250 150, 1758 200.0 2250 2500 375.0 300.0 35 0 350.0 3758
; plel0.en)
] T i)
B - osd . -
R TR N (- SL, I 1 | — | _
500 o 100.0 1280 1500 17ha 200.9 2o 2500 2750 200.0 250 Y 7o
Fonte: Autor
Figura 70 - A) Fragmentagéo observada no extrato B) Fragmentacdo existente na base de dados - 3,6-dioxi-2,7-disiloctano.
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