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Inibicdo do crescimento de espécies do complexo Fusarium graminearum e da

sintese de tricotecenos por compostos fendlicos livres e encapsulados
Resumo

Fusarium € um género de fungo comumente encontrado em graos e alimentos a base
de cereais e reconhecido produtor de uma ampla gama de micotoxinas. A necessidade
de aumentar a seguranca alimentar norteia a busca por substancias naturais como
alternativa ao uso de fungicidas quimicos. Compostos fendlicos tém demonstrado
propriedades antifingicas e antimicotoxigénicas e a incorporacdo dessas substancias
em sistemas carreadores, tais como lipossomos, pode preservar ou mesmo
potencializar este efeito. Em fung&o disso, o objetivo do trabalho foi estudar a atividade
antifingica de compostos fendlicos extraidos de Spirulina sp. LEB-18 na forma livre e
encapsulada visando aplica-los para diminuir o impacto da contaminagdo
micotoxicolégica em grdos por espécies filogenéticas do complexo Fusarium
graminearum (Fg). Primeiramente, algumas rotas metabdlicas foram avaliadas através
da determinacéo de compostos estruturais (glicosamina e ergosterol) e da atividade de
enzimas do metabolismo primario de 12 isolados de Fg em presenca do extrato
fendlico. A concentragdo necessaria para inibir 50% o crescimento micelial (1Cso) foi
obtida em valores correspondentes entre 3 a 8% (v/v) de extrato fendlico e a
glicosamina foi o indicativo de inibigdo que melhor representou o efeito inibidor sobre o
crescimento fungico. Padrbes de acidos fendlicos foram testados e comparados ao
extrato fendlico de Spirulina, sendo observado que o acido galico foi o que apresentou
maior efeito inibidor, porém inferior ao extrato fendlico de Spirulina. A incorporacéo do
extrato fendlico em lipossomos alterou a dindmica das regifes polares e apolares da
fosfatidilcolina da membrana lipidica, influenciando a regido fosfato do lipidio e
aumentando a fluidez dos metilenos presentes na cauda apolar da membrana. Este
efeito esta relacionado com a inibigdo superior a 90% no crescimento de isolados do
complexo Fg em presencga de lipossomos contendo 8% de extrato fendlico (v/v). A
producdo de glicosamina foi reduzida de 11,5 mg g™ para 6,1 mg g* no meio com
lipossomo puro e extrato fendlico incorporado ao lipossomo, respectivamente, e
aumentou em 15 vezes e 6 vezes a inibicdo da producdo das micotoxinas NIV e
15AcDON. Ficou demonstrado que a técnica de encapsulamento garantiu a
manutencdo das propriedades de compostos bioativos, com atividade antifungica e
antimicotoxigénica superior ao extrato fendlico livre.

Palavras-chave: Spirulina, fungos toxigénicos, inibicdo fungica, lipossomos,

glicosamina, nivalenol, 15 acetil-deoxinivalenol.



Fusarium graminearum and trichothecenes synthesis Inhibition by free and

encapsulated phenolic compounds
Abstract

Fusarium is a fungal strain commonly found in grains and foods from cereals and a
recognized mycotoxin producer. The need to increase food safety leads the search for
biologically active natural substances as an alternative to the sinthetic fungicides.
Phenolic compounds have demonstrated antifungal and antimicotoxigenic properties
and the incorporation of these substances in carrier systems such as liposomes, may
can preserve or even enhance this effect. As a result, this work aimed to study the
antifungal activity of phenolic compounds extracted from Spirulina sp. LEB-18 in free
and encapsulated form in order be applied in the reduction of the impact of micotoxin
contamination in grains by Fusarium graminearum (Fg). First, the possibility affected
metabolic pathways potentially affected were evaluated by determining structural
compounds (glucosamine and ergosterol) and the enzymatic activity corresponding to
primary metabolism of Fg 12 isolates in the presence of phenolic extract. The half
inhibition concentration of fungal growth (ICs;) was obtained in phenolic extracts
concentrations between 3-8% (v/v) and glucosamine was the inhibition indicative which
best represented the inhibitory effect on fungal growth. Phenolic acids standards were
tested comparatively to Spirulina phenolic extract, and among them, being gallic acid
showed the greatest inhibitory effect. However, this effect was lower than the Spirulina
phenolic extract. The phenolic extract incorporation in lipossomes change the
dynamics of the lipid membrandes of phosphatidylcholine polar and nonpolar regions,
influencing the lipid phosphate region and increasing the fluidity of methylenes present
in apolar hydrophobic acyl chains. This effect is related to the Fg growth inhibition of
the complex isolates, wich was greater than 90% in the presence of liposomes
containing 8% phenol extract (v/v). The production of glucosamine was reduced from
11.5 mg. g™* to 6.1 mg. g* in the medium with pure liposome and phenolic extract
incorporated into the liposome, respectively and increased by 15 and 6 times the
inhibition of the mycotoxins NIV and 15AcDON. This showed that encapsulation
technique ensured the maintenance of bioactive compounds with antifungal activity and

antimicotoxigenic properties above the free phenolic extract.

Keywords: Spirulina; Toxigenic fungal; fungal inhibition; liposomes; glucosamine;

nivalenol; 15-acetil-deoxynivalenol.



1. INTRODUCAO

Os cereais estao entre as matérias-primas mais utilizadas para fins alimenticios
devido a sua composicao quimica e propriedades tecnoldgicas. Estas caracteristicas
nutricionais 0s tornam susceptiveis ao ataque de fungos durante o cultivo,
armazenamento e beneficiamento, ocasionando perdas econémicas e nutricionais dos
produtos obtidos (OSBORN e STREIN, 2007; OERKE et al., 1994).

Fusarium é um fungo ascomiceto, encontrado em diferentes ambientes e em
todas as latitudes (LESLIE e SUMMERELL, 2006), conhecido pela sua capacidade de
infectar e destruir importantes culturas como milho, trigo e outros cereais. Além disso,
diversas espécies do género podem produzir micotoxinas, como 0s tricotecenos, em
especial durante o cultivo no campo (STAKHEEV et al., 2011; HORNOK, WAALWIJK
e LESLIE,L 2007; CUMAGUN et al., 2002).

Em geral, fungicidas sintéticos sdo usados para controle da patogenicidade e
toxicidade de micro-organismos (HEIDTMANN-BEMVENUTTI et al., 2012). Entretanto,
problemas toxicolégicos em humanos e animais de criagdo, bem como a deterioracédo
da qualidade ambiental estdo associados ao uso indiscriminado dessas substancias,
motivando a busca pela preservacdo de grdos empregando compostos naturais
(DORS et al., 2011, PAGNUSSATT et al., 2011). Alguns estudos tém documentado o
efeito antifingico e antimicotoxigénico de compostos fendlicos obtidos de frutas,
cebola, farelo de arroz, 6leos essenciais e microalgas (DAMBOLENA et al., 2012;
PAGNUSSATT et al.,, 2012a; PAGNUSSATT et al., 2012b, SOUZA et al.,, 2010,
OLIVEIRA e BADIALE-FURLONG, 2008; PEREIRA et al., 2006; VELUTTI et al., 2004).
No entanto, o mecanismo de acdo na inibicdo do crescimento do micro-organismo e
producdo de micotoxinas precisa ser esclarecido antes de viabilizar seu uso em
grande escala (SAMAPUNDO et al., 2007).

As microalgas tém despertado interesse crescente para obtencdo de novos
principios ativos (PARISI et al., 2009). Em relacdo a inibi¢cdo fungica, Tantawy (2011),
Abedin e Taha (2008) demonstraram o efeito inibidor de extratos de Spirulina
platensis, Anabaena oryzae, Tolypotrix ceytonica, Chlorella pyrenoidosa e
Scenedesmus quadricauda obtidos por extragdo com metanol ou acetona no
crescimento de Fusarium moniliforme, com resultados promissores para prevenir a

contaminacao fungica.

Os compostos fenodlicos presentes em extratos aquosos e alcodlicos de

microalgas tém se mostrado capazes de inibir o crescimento da biomassa fungica



(SOUZA, 2012), inibindo reacbes do metabolismo primario, vinculadas a obtencéo de
nutrientes, producdo de membranas ou paredes celulares, atividade respiratoria e
diferenciacdo celular (CASTRO et al.,, 2004 ). Esta inibicdo do crescimento pode
desencadear rotas metabdlicas alternativas de defesa do hospedeiro contra o estresse
do meio, favorecendo a producdo de metabdlitos secundarios, como as micotoxinas
(OLIVEIRA et al., 2008). Assim, informacdes sobre a alteracdo destes caminhos
metabdlicos sdo fundamentais antes da recomendac¢do ou purificacdo de extratos
fendlicos, para utilizacdo segura como medida preventiva ou inibitéria da
contaminacdo micotoxicolégica em diferentes pontos da cadeia produtiva de

alimentos.

O estresse ocasionado pela presenca do composto inibidor pode ser
amenizado pela sua liberagédo gradativa no meio utilizando técnicas de encapsulacao
com lipossomos. Além disso, a incorporacdo de tais fenois nesses carreadores pode
potencializar a inibicdo metabdlica do fungo e reduzir a producéo de tricotecenos, visto
gue estes sistemas facilitariam a interacdo entre o composto e a membrana celular do

micro-organismo.

Os lipossomos estdo entre os carreadores de farmacos utilizados mais
versateis, pois suas propriedades fisico-quimicas os tornam muito similares a
membranas e organelas celulares, facilitando a transferéncia de principios ativos para
seus locais de atuacdo, além de proteger o composto de interesse dos efeitos
degradativos (DE LIMA et al. 2010). Assim, simular a natureza € uma alternativa para
otimizar o efeito de substancias ativas em diferentes areas (MERTINS et al., 2008).

Esses fatores justificam a necessidade de pesquisas e desenvolvimento de
abordagens inovadoras para o problema da contaminacao fungica empregando novas
fontes e formas de aplicacdes. O conhecimento de técnicas envolvendo carreadores
lipossomais e o estudo do seu mecanismo de atuacdo fornecerd subsidios para o
desenvolvimento de tecnologias que permitam o emprego desses antifiingicos para

fins de producéo de insumos alimenticios e medicamentos.

Estas consideracdes demonstram que a encapsulacdo pode melhorar o efeito
inibidor de compostos fendlicos naturais sobre a toxigenicidade de fungos do

complexo Fusarium graminearum.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a atividade antifingica de compostos fendlicos extraidos de Spirulina
sp. LEB-18 na forma livre e encapsulada em lipossomos visando aplica-los para
diminuir o impacto da contaminacdo micotoxicolégica em grados por espécies

filogenéticas de Fusarium graminearum e Fusarium meridionale.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da concentracdo de extrato fendlico de Spirulina sp. LEB-18
sobre a inibicdo do crescimento de isolados do complexo de espécies de Fusarium

graminearum.

Verificar a atividade antifingica e antimicotoxigénica de acidos fendlicos
naturais obtidos de Spirulina sp. LEB-18 sobre isolados toxigénicos de Fusarium

graminearum e Fusarium meridionale.

Desenvolver e caracterizar morfoldgica e fisico-quimicamente os lipossomos
contendo extrato fendlico de Spirulina sp. LEB-18, utilizando técnicas de crio-TEM,
difracéo a laser, FT-IR, RMN e DSC.

Analisar o efeito antifingico dos compostos fendlicos encapsulados na forma
de lipossomos sobre o crescimento micelial e producdo de nivalenol, deoxinivalenol,
15-acetil-deoxinivalenol e 3-acetil-deoxinivalenol por isolados do complexo de

espécies de Fusarium graminearum.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. CONTAMINACAO DOS ALIMENTOS POR FUNGOS E MICOTOXINAS

A contaminacdo dos alimentos por fungos representa um perigo a saude
publica, pois esses micro-organismos, além de diminuirem a disponibilidade de
nutrientes, alteram as caracteristicas sensoriais e podem produzir substancias toxicas
(KUMAR et al., 2010). Os principais fungos encontrados em alimentos séo espécies de
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Enquanto as espécies de Fusarium séao
patogénicas para as plantas antes ou imediatamente apds a colheita (MUGRABI-DE-
KUPPLER et al., 2011), espécies de Aspergillus e Penicillium sdo mais comumente
encontradas como contaminantes de equipamentos e alimentos durante a secagem e
estocagem (SANCHES, HEREDIA e GARCIA, 2005).

Em condi¢des adversas, alguns fungos produzem metabolitos secundarios, as
micotoxinas, que apresentam efeito carcinogénico, teratogénico e imunossupressor,
além de promoverem micotoxicoses em pessoas que ingeriram o produto contaminado
(ARMANDO et al.,, 2013; ABRAMSON et al., 1998). O consumo de alimentos
contaminados por micotoxinas pode ocasionar intoxicacdes e problemas crénicos em
homens e animais devido a ingestao destas substancias, que afetam varias funcées
do organismo, tais como: alteracbes hepaticas, renais, circulatérias, no sistema
nervoso e no trato digestivo (VECHIA e CASTILHOS-FORTES, 2007).

Em funcéo disso, justifica-se a necessidade de detectar, quantificar e identificar
fungos toxigénicos e as micotoxinas em alimentos. Além disso, a busca por
alternativas que minimizem essa contaminacao € importante para garantir a qualidade
do produto final e diminuir o risco de deterioragédo ou de producédo destas toxinas (ZAO
et al., 2010).

Fungos sdo micro-organismos aerobios, altamente disseminados no meio
ambiente, podendo ser encontrados no solo, agua e ar. Todos os fungos sao
heterotroficos, ou seja, precisam de compostos organicos como fonte de energia e
carbono. Estes micro-organismos sdo sapréfitas e atuam decompondo a matéria
organica, auxiliando a fertilizacdo do solo (PUTZKE e PUTZKE, 2002; TANAWAKI e
SILVA, 1996).

A morfologia dos fungos, sua forma e estrutura, sdo determinadas mediante

observacdo macroscépica e microscopica. O corpo dos fungos é formado por uma



massa de filamentos ramificados e entrelacados, chamados hifas, cujo conjunto é
denominado micélio. A partir de um micélio podem originar-se novos individuos que se
reproduzem por meio de esporos assexuados ou sexuados em algumas espécies
(RAVEN et al, 1996; GRIFFIN, 1994). Os macroconideos sdo 0S esporos assexuais,
geralmente multiseptados e fusiformes, produzidos a partir de esporoddquios. Na fase
sexual, ha formacéo de ascésporos em corpos de frutificacdo denominados peritécios
(LESLIE e SUMMERELL, 2006).

Fisiologicamente, os fungos se adaptam a sobrecargas mais severas que a
maioria dos micro-organismos, podendo crescer em substratos com alta concentracao
de agucar, uma vez que S80 pouco sensiveis a altas pressdes osmoticas; toleram pHs
entre 3,0 a 8,0, enquanto o pH étimo para a maioria das espécies é em torno de 5,6.
Também podem se desenvolver numa ampla faixa de temperatura, além da faixa
Otima entre 22°C a 30°C. H4 espécies que se desenvolvem entre 35°C e 37°C, ou em
temperaturas superiores e outros ditos psicrofilos, crescendo em temperaturas de
refrigeracéo (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; PUTZKE e PUTZKE, 2002).

Os fungos que ocorrem em gréos podem ser divididos em dois grupos, de campo
ou de armazenamento. O primeiro grupo, onde se encontra o género Fusarium, invade
0s graos no periodo de pré-colheita e sdo mais exigentes em agua, requerendo um
teor alto de umidade proximo aos 20% para o seu crescimento. Ja os fungos de
armazenamento, onde se incluem Aspergillus e Penicillium, necessitam de um teor
mais baixo de umidade, ao redor de 16%, para que ocorra o crescimento micelial
(FIGUEIRA et al., 2003).

3.1.1. Espécies do complexo Fusarium graminearum

O género Fusarium sp. é classificado como um ascomiceto, caracterizado por
um micélio hialino, ramificado e septado, com esporoforos em forma de fidlides e
conidios de forma e tamanho variavel (Figura 1). Apresenta macroconideas

fusiformes, com varios septos (LEAL et al., 2005).

As espécies de Fusarium sdo conhecidas como fitopatégenos, sapréfitas, com
distribuicdo mundial. Também em humanos ha registro de que a incidéncia de
infecgcbes por Fusarium tem aumentado na medicina contemporanea. As lesfes
provocadas por Fusarium nos seres humanos podem ser locais ou sistémicas. As
primeiras ocorrem principalmente em decorréncia de lesdes traumaticas ou infec¢des
secundarias a queimaduras (HENNEQUIN et al., 1999).
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Figura 1 Colbnias de Fusarium graminearum (a). Macroconideos de F.

graminearum (b).

O’Donnell et al. (2004) em estudos sobre filogenia de Fusarium graminearum
propuseram a subdivisdo de Giberella zeae em nove linhagens filogeogréficas, as
quais foram dados nomes para as espécies dentro de um complexo Fusarium
graminearum. Até o momento, o complexo Fusarium graminearum € composto por 13
linhagens ou espécies filogenéticas, denominadas: Fusarium austroamericanum
(linhagem 1), Fusarium meridionale (linhagem 2), Fusarium boothii (linhagem 3),
Fusarium mesoamericanum (linhagem 4), Fusarium acacia-mearnsii (linhagem 5),
Fusarium asiaticum (linhagem 6), F. graminearum sensu stricto (linhagem 7),
Fusarium cortaderiae (linhagem 8), Fusarium brasilicum (sem numero de linhagem),
Fusarium aethiopicum (sem numero de linhagem), Fusarium gerlachii (sem ndmero de
linhagem), Fusarium vorosii (sem numero de linhagem) e Fusarium ussurianum (sem
namero de linhagem). (STUMPF, 2011).

Com o intuito de melhorar a resisténcia das culturas agricolas ao Fusarium e
suas micotoxinas, varios programas estdo desenvolvendo variedades de espécies de
plantas que tenham resisténcia ao fungo por melhoramento genético (COSTA et al.,
2003). Também tem sido estudadas espécies de micro-organismos que tenham

antagonismo competitivo pelo Fusarium (LEAL et al., 2005).

A preocupagdo com a toxicidade de fungos iniciou com a verificacdo de que
alguns fungos filamentosos seriam capazes de produzir compostos quimicos
denominados metabdlitos secundarios. Quando possuem uma atividade citotoxica, tais
metabdlitos sdo denominados micotoxinas. Dentre as micotoxinas produzidas por
fungos do género Fusarium destacam-se tricotecenos, fumonisinas, zearalenonas e
seus derivados (ARMANDO et al.,, 2013, BRYDEN, 2012, DEL PONTE, GARDA-
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BUFFON e BADIALE-FURLONG, 2012, DESJARDINS e PROCTOR, 2007). Alguns
trabalhos indicaram que a principal espécie fungica encontrada em trigo foi o Fusarium
graminearum, que produziu maiores quantidades da micotoxina deoxinivalenol (DON)
(FERNANDEZ — PINTO et al., 2008; GONZALES et al., 1996, BADIALE-FURLONG,
1995).

A producdo de metabdlitos secundérios é influenciada por um grande nimero
de fatores biolégicos, quimicos e fisicos. Dentre os biolégicos, destaca-se a viruléncia
do patdgeno e a suscetibilidade do hospedeiro. Como fator quimico destaca-se o0 uso
de fungicidas, que quando atua controlando a doenca também ajuda na diminuicdo da
contaminacao por micotoxinas. Entre os fatores fisicos podem ser citados temperatura,

umidade, infestacéo por insetos e armazenamento (RAMOS, 2008).

3.1.2. Tricotecenos

Os tricotecenos sdo o maior grupo de micotoxinas conhecidos até hoje,
produzidos por varias espécies de Fusarium, principalmente por F. graminearum.
Estes metabdlitos secundarios atuam como potentes inibidores da sintese proteica em
eucariotos, podendo causar sérias toxicoses em humanos e animais (KRISKA et al.,
2001). A sintese dos tricotecenos compreende a ciclizacdo do anel sesquiterpeno,
catalizada pela enzima tricodieno sintase, seguida de oito oxigenacdes e quatro
esterificacdes (GARDA et al., 2010; DESJARDINS e PROCTOR, 2007).

As toxinas dessa classe sdo divididas de acordo com grupos funcionais
caracteristicos e dos fungos que as produzem em 4 classes distintas. Os tricotecenos
do grupo A possuem um grupo funcional na posi¢cdo C-8 que ndo seja uma cetona,
enquanto que os tricotecenos do grupo B possuem uma cetona na posicdo C-8
(Tabela 1 e Figura 2). No grupo C, h& a presenca de um segundo grupo epoéxi na
posicdo C- 7,8 ou C-9,10. Os tricotecenos do grupo D possuem um anel macrolitico
entre os carbonos 4 e 5 com duas ligaces éster (BINDER, 2007). No cultivo de
cereais, as micotoxinas predominantes sao pertencentes aos grupos A ou B.
Tricotecenos do tipo A incluem a toxina T-2, HT-2 e diacetoxiscirpenol (DAS), mais
téxicas do que os tricotecenos do tipo B. Neste Ultimo grupo estdo nivalenol (NIV) e
deoxinivalenol (DON), produzidos por Fusarium graminearum e F. culmorum.
Produzidos por F. graminearum, trés tipos de tricotecenos foram identificados: DON e
3-acetil-deoxinivalenol  (quimiotipo 3-ADON), DON e 15-acetil-deoxinivalenol
(quimiotipo 15-ADON) e NIV e acetilados derivados (quimiotipo NIV) (GOSWAMI e
KISTLER, 2004; O'DONELL et al. 2004, MILLER et al., 1991). A producdo de NIV e

DON permite a diferenciacéo de isolados de F. graminearum em dois grandes grupos
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(LEE et al. 2002). Assim, a sintese de micotoxinas é usada como critério auxiliar na
identificacdo de espécies, o que é conhecido por quimiotaxonomia (ASTOLFI et al.,
2010).

1 R1

-
o

i
.

20 limimsse

Figura 2. Estrutura basica de um tricoteceno.

Os efeitos toxicos e sintomas caracteristicos atribuidos aos tricotecenos em
humanos e animais sdo vOmitos, diarréia, anorexia, alteragbes hematoldgicas,
distarbios neurolégicos, destruicAo da medula 6ssea e hemorragias generalizadas
seguidas ou ndo de morte (BONY et al., 2007; MINERVINI, FONELLI e FLYNN, 2004).

Tabela 1. Estrutura quimica de alguns tricotecenos dos grupos A e B.

Tricotecenos R; R> Rs R4 Rs
Tipo A
HT2 -O H O-acetil OH OH
T2 -O H O-acetil O-acetil OH
Tipo B
NIV -0 OH OH OH OH
DON -0 OH OH H OH
3AcDON -0 OH OH H O-acetil
15AcDON -0 OH O-acetil H OH

Em relagdo ao mecanismo de agédo, a citotoxidade dos tricotecenos tem sido

atribuida a sua potente inibicdo de sintese de proteinas, RNA e DNA e tem sido
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experimentalmente relacionado ao nuacleo 12,13-epoxitricoteceno. Quando o0s
tricotecenos ligam-se aos ribossomos e polissomos ativos, a ligacdo peptidica é
rompida, as sequéncias de iniciagdo e terminacéo sdo reduzidas e o ciclo ribossomal é
interrompido. Outros efeitos tdxicos dos tricotecenos incluem interrup¢éo do transporte

e funcBes da membrana e supressao da resposta imune (XAVIER, 2007).

3.1.3. Métodos para deteccao de tricotecenos

Em funcdo da toxicidade e grande ocorréncia das micotoxinas em alimentos,
aliados com as exigéncias estipuladas pelas legislagbes mundiais, existe uma
necessidade distinta por métodos altamente seletivos e precisos para identificar e
quantificar as micotoxinas em uma enorme variedade de matrizes agricolas, biologicas
e alimentares. Numerosas técnicas sdo necessarias para abranger todas as diferencas
existentes entre as micotoxinas, tais como polaridade, capacidade de fluorescéncia,
volatilidade e absorcéo de raios ultravioleta (ZOLLNER e MAYER-HELNN, 2006).

Alguns métodos de detec¢éo de tricotecenos utilizam imunoensaios; todavia, o
emprego de principios cromatograficos é preferido por sua versatilidade e
possibilidade de determinacédo de varias micotoxinas simultaneamente. De acordo com
0 objetivo da analise, os métodos podem ser divididos basicamente em triagem e
quantificacdo (NOLLET, 2006; COLLINS, BRAGA e BONATO, 1993).

Os principais métodos para quantificagéo de tricotecenos sdo a cromatografia
em camada delgada (CCD), imunoensaios, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) acoplada a detectores de fluorescéncia (FL), ultravioleta (UV) e de massa
(MS) e cromatografia gasosa (CG) acopladas a detectores de captura de elétrons,
ionizacdo por chama e de massa (ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).

O uso de CLAE tem sido o método de escolha para laboratérios de andlise de
micotoxinas e determinacfes de tricotecenos vém sendo implementadas, porém o0s
métodos de cromatografia a gas ainda séo oficiais. Para quantificacdo por CLAE,
diversos detectores podem ser utilizados, podendo destacar os detectores UV e 0s
detectores de MS que podem ser aplicados para praticamente todas as micotoxinas
(NIESSEN, 2006; ARDREY, 2003).

As técnicas predominantemente utilizadas para a deteccdo de tricotecenos
baseiam-se em CG/MS ou CG/ECD, apos diferentes formas de extracdo e
derivatizacdo. A maior vantagem destes métodos € sua alta eficiéncia de separacao
em misturas e obtencdo de resultados relativamente seguros para tricotecenos dos
grupos A e B (KRSKA, BAUMGARTINI e JOSEPHS., 2001). Métodos de imunoensaio,
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utilizadas para andlises qualitativas tém demonstrado resultados pouco precisos e
superestimados dos niveis de tricotecenos em amostras biolégicas (JOSEPH,
SCHUMACHER e KRSKA, 2001). Métodos baseados em cromatografia liquida sé&o
utilizados com uma freqiiéncia muito menor, devido a dificuldade relativa na separacao
dos tricotecenos e a baixa sensibilidade dos detectores de UV.

A separacdo por CLAE é de extrema importancia antes da deteccdo por
espectrometria de massas (MS/MS) para promover a entrada de um Unico tipo de
tricoteceno no campo do detector. Em praticamente todos o0s casos sao utilizadas
colunas C18 com acetonitrila: metanol: agua (FOLCHER et al., 2007; LAGANA et al.,
2003, RAZAZZI-FAZELLI, BOHM e JARUKANJON, 2003), metanol: agua (BISELI et
al., 2005; BISELI et al., 2004; DALL’ASTA et al., 2004; KRSKA, BAUMGARTNER e
JOSEPHS, 2001) e acetonitrila: agua (KAMMOUN et al., 2010, VACLAVIK et al., 2010,
ZACHARIAZOVA et al., 2010) como fase movel, tanto em sistemas isocraticos como
gradientes. Neste contexto, metanol tem demonstrado um aumento na sensibilidade
do MS/MS, principalmente para tricotecenos do grupo B, quando comparado com
acetonitrila (BERTHILLER et al., 2005; BISELLI et al., 2004; BISELLI et al., 2005).
Acido acético e acetato de aménia s&o predominantemente aplicados como aditivos
para aumentar a separa¢do cromatografica ou para produzir adutos para melhorar a
sensibilidade no MS/MS (BERTHILLER et al., 2005, KLOTZEL et al., 2005).
Dependendo dos tricotecenos, colunas e matrizes, os tempos de corrida
cromatogréfica variam entre 6 -30 min (MONACCI et al., 2011; ZACHARIAZOVA et al.,
2011).

3.2. ANTIFUNGICOS NATURAIS

Os antifungicos quimicos sdo amplamente utilizados como medida preventiva
da contaminacgéo fungica, porém podem ser encontrados em quantidades excedentes
e produzir residual toxico, pois sua aplicagdo nem sempre ocasiona uma atuacao
especifica e eficiente. Dentre as alternativas amplamente estudadas para o problema
estd a busca por compostos naturais, de origem microbiana ou vegetal, com
demonstrado potencial antifangico (VIUDA-MARTOS et al., 2008).

Os compostos antifangicos de ocorréncia natural também atuam na inibicao
fungica e micotoxigénica, pela acéo de diferentes mecanismos de defesa nos vegetais.
Os compostos fendlicos, proteinas, 6leos essenciais, entre outros (PAGNUSSATT et
al., 2011; SOUZA et al., 2011, OLIVEIRA et al., 2008) podem atuar na inibicdo de

componentes da parede celular como glicosamina, quitina, ergosterol e
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manoproteinas, destruindo a membrana e dificultando a entrada de nutrientes. Podem
atuar também inibindo a sintese de proteinas e aminoacidos fangicos, na biossintese
de esfingolipidios e interferir no transporte de elétrons, inviabilizando a integridade da
célula (MARINO, BERSANI e COMI, 2001; BRUL e KLIS, 1999).

A utilizacdo de substancias naturais, de origem vegetal ou microbiana, torna o
alimento mais atrativo ao consumidor por evitar a ocorréncia de efeitos toxicos, mesmo
quando empregadas em concentracdes relativamente elevadas. Existe também a
perspectiva de substituir os aditivos sintéticos por conservantes naturais presentes em
vegetais e micro-organismos (SELVI, JOSEPH e JAYAPRAKASHA 2003;
PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001).

Em vista disto, estudos relacionados com a potencialidade antimicrobiana de
produtos naturais também s&o impulsionados pelo surgimento de cepas microbianas
resistentes em todos os campos de estudo da microbiologia (ANDREMONT, 2001).
Quiroga, Sampietro e Vattuone (2001) verificaram a atividade antifingica de
metabdlitos secundarios extraidos de 10 espécies de plantas medicinais da Argentina
e observaram, através de crescimento radial dos fungos, discos de difusdo e
crescimento em agar contendo os extratos das plantas, que alguns extratos alcodlicos
estudados inibiram o desenvolvimento de fungos e leveduras. Os 6leos essenciais de
alho, canela, cravo, tomilho e orégano foram testados sobre o desenvolvimento
micelial dos fungos Rhyzopus sp., Penicillium sp., Aspergillus niger e Fusarium
proliferatum, sendo constatada uma inibi¢cao total do éleo de canela sobre os fungos
testados, e uma reducdo de producao de fumonisina B; no tratamento com 6leo
essencial de orégano (CHALFOUN et al., 2004; VELLUTI et al. 2004). A capacidade
de inativar enzimas extracelulares através da clivagem oxidativa das ligacdes
dissulfetos em cebola e alho é atribuida a algumas moléculas sulfuradas formadas
nesta reacdo (BRUL e COOTE, 1999).

Em relagdo a inibicdo fungica, extratos de Spirulina platensis, Anabaena
oryzae, Tolypotrix ceytonica, Chlorella pyrenoidosa e Scenedesmus quadricauda em
acetona ou metanol apresentaram resultados promissores para prevenir a
contaminacdo fangica no desenvolvimento de Fusarium moniliforme (TANTAWY,
2011; ABEDIN e TAHA, 2008). No entanto, ndo h& relatos na literatura sobre o
mecanismo de inibicdo de compostos fendlicos de microalgas contra Fusarium
graminearum. Em funcao disso, maiores investigacdes para elucidar o comportamento

de diversas espécies toxigénicas mediante fungicidas naturais sdo importantes, pois a



16

partir deste conhecimento o emprego pode ser realizado de forma a contribuir para a
seguranca alimentar (PAGNUSSATT et al., 2012a; PAGNUSSATT et al., 2012b ).

A atividade antifungica € determinada pela dosagem da biomassa produzida
pelo micro-organismo na auséncia e presenca do extrato inibidor. A medic&o do halo
de inibicdo das colbnias, constituintes de membranas e paredes celulares (ergosterol e
glicosamina), alteracbes na atividade enzimatica com consequiente diminuicdo da
sintese de biomoléculas da espécie, sdo indicativos usados para demonstrar o
mecanismo de inibicdo do crescimento celular (PAGNUSSATT et al., 2012b; SOUZA
et al., 2012; DORS et al., 2011).

A glicosamina é geralmente utilizada como um indicador de crescimento, uma
vez que esta presente nos fungos e ndo é encontrada em materiais vegetais
comumente utilizados como substrato para o processo fermentativo. O uso da
glicosamina como medida de biomassa fungica tem por principio a quantificacdo de
um constituinte majoritario da parede celular dos fungos, a quitina, um polimero linear
insoluvel, constituido por ligagdes a-1,4 de acetilglicosamina. O método de dosagem
do monbémero baseia-se na despolimerizacdo da molécula de quitina, seguida pelo
ensaio, por espectrofotometria, da quantidade de glicosamina liberada (TOMASELLI-
SCOTTI et al., 2001; AIDOO, HENDRY e WOOD, 1981).

3.2.1. Microalgas

A denominacdo microalgas inclui organismos com dois tipos de estrutura
celular: estrutura procariotica, com representantes nas divisbes Cyanophyta
(cianobactérias) e eucariéticas como a Prochlorophyta, com representantes nas
divisbes Chorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta, Heterokontophyta,
Cryptophyta e Dinophyta (DERNER et al., 2006). A microalga Spirulina € uma
representante da divisdo Cyanophyta.

As microalgas sé@o geralmente unicelulares, gram-negativas, coloridas devido a
presenca dos pigmentos fotossintéticos e vivem, em sua maioria, em ambientes
aquaticos (DERNER et al., 2006; OLAIZOLA, 2003). Sua importancia na natureza
refere-se principalmente & elevada participacdo no balanco global da fotossintese,
contribuindo com grande parcela da producdo priméaria do planeta. No mar, cerca de
90% da fotossintese é realizada pelas diversas microalgas que constituem o

fitoplancton (LOURENCO, 2006).

As microalgas, sob o ponto de vista biotecnoldgico, ndo constituem um grupo

de micro-organismos muito estudados. Dentre as 10 mil espécies de microalgas
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existentes, pouco mais de mil linhagens sdo mantidas em colecdes ao redor do
mundo, apenas algumas centenas foram investigadas pelo seu conteudo quimico e
uma pequena quantidade é cultivada em escala industrial (SUAREZ et al., 2009;
DERNER et al., 2006).

A producdo comercial de microalgas iniciou na década de 60 com espécies de
Chlorella e Spirulina como suplementos dietéticos (BENEMAN, 1990). Para consumo
humano, podem ser utilizadas como fonte suplementar de proteinas, carboidratos,
acidos graxos, pigmentos, vitaminas, entre outras substancias. Algumas microalgas
também sdo empregadas como matéria-prima na inddstria farmacéutica e alimenticia
(FERREIRA et al., 2012; TORRE et al., 2003).

O potencial para industrializagdo de microalgas € enorme, especialmente pelo
seu rapido desenvolvimento, condigbes simples de cultivo, com a aplicagdo de
subprodutos industriais como substrato para o0 seu crescimento. A Spirulina possui
condi¢des de cultivo bem conhecidas e vem sendo utilizada para uso em formulagbes
de alimentos ou extracdo de biocompostos. Estudos comprovaram que diferentes
acoes bioldgicas foram identificadas nos componentes desta microalga e a sua
propriedade antifingica e antibacteriana esta sendo explorada (SOUZA et al., 2010;
PARISI et al., 2009; DERNER et al., 2006;).

Quando comparadas aos vegetais superiores e aos animais, como fonte de
produtos e nutrientes imprescindiveis para a qualidade de vida do homem, as
microalgas apresentam grande vantagem pela possibilidade de direcionar a cultura
para a producao de varios compostos de interesse comercial, tais como ficocianina,
clorofila, betacaroteno, biomassa proteica, vitaminas, polissacarideos, acido gama
linolénico, compostos fendlicos e enzimas. Desse modo, varias indUstrias descobriram
um grande potencial no seu cultivo (BOROWITZKA, 1999).

O conhecimento da presenca de substancias que possuam atividade
antifingica e antimicotoxinas em microalgas abre a possibilidade de utiliza-las para
extracdo de compostos bioativos e sua utilizagdo como substituinte dos preservantes
quimicos, uma vez que as espécies sdo cultivadas em regides onde se faz também a
cultura de grédos e podem contribuir para consolidar a competitividade do setor
agricola, além de reduzir os riscos de contaminacdo na dieta rotineira da populacéo
(HARUTA et al., 2001; OERKE et al., 1994).

O alto valor associado a biomassa microalgal deve-se aos efeitos terapéuticos

de seus extratos. A atividade redutora de alguns compostos quimicos altera rotas do
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metabolismo secundério de fungos toxigénicos, inibindo a producdo de micotoxinas.
Assim, é de fundamental importancia, para agregar valor a biomassa e aos processos
desenvolvidos, a identificacdo e extracdo desses compostos, estabelecendo-se
critérios para o controle dos processos produtivos e de operagdes “downstream”, bem
como a definicdo de pardmetros que permitam a aplicacdo desses compostos em

escala industrial.
3.2.1.1. Spirulina

A Spirulina é uma cianobactéria formada por células dispostas ao longo de um
filamento em espiral com até 1,0 mm de comprimento. Assim como as plantas verdes
superiores, seu metabolismo principal é a fotossintese, onde a fonte de energia é a luz
solar. Os componentes em maior concentragcdo na biomassa da Spirulina sdo os
protéicos, que aparecem na faixa de 64 a 74%. Lipideos e carboidratos variam entre 6
a 13% e 12 a 20%, respectivamente (VONSHAK, 1997).

Essa cianobactéria é utilizada como alimento pelo homem devido a sua
composi¢cdo quimica, que apresenta elevada qualidade e quantidade protéica,
aminoacidos essenciais, minerais, acidos graxos poliinsaturados e vitaminas. Possui
grande quantidade de compostos fendlicos (acidos caféico, clorogénico, salicilico,
singptico e trans-cin@mico), tocoferol e pigmentos como carotendides, ficocianina e
clorofila (AMBROSI et al.,, 2008). Ela é considerada um micro-organismo GRAS
(“Generaly Recognized as Safe”), que ndo apresenta toxicidade e, portanto, permitida
como suplemento alimentar pela “Food and Drug Administration” (FDA). Também esta
sendo utilizada no desenvolvimento de alimentos funcionais e produtos por apresentar
efeitos de promog¢do a saude, como diminuicdo da hiperlipidemia, diminuicdo da
presséo arterial, protecdo a danos renais, promoc¢ao do crescimento de Lactobacillus e
Bifidobacterium na microbiota intestinal, diminuicdo dos niveis séricos de glicose,
aumento da fertilidade e da resposta anti-mutagénica e anti-tumoral (PARISI et al.,
2009; COLLA, BADIALE-FURLONG e COSTA, 2007; BELAY, 2002; MIRANDA et al.,
1998).

O constante interesse em estudar os fatores fisico-quimicos e nutricionais mais
adequados ao seu crescimento justificam os estudos que resultam em maior
rendimento de biomassa e producdo de compostos de interesse especifico. Os
constituintes necessarios para o crescimento celular sdo: agua, fonte de carbono,

nitrogénio, fésforo, potassio e magnésio (SCHMIDELL et al., 2001).
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O meio padréo para cultivo de Spirulina foi desenvolvido por Zarrouk (1996) e
fornece entre outros nutrientes, carbono inorganico na forma de CO5;? e HCO5 que se
convertem em CO, utilizado na fotossintese. A Spirulina, ao contrario de outras
cianobactérias, apresenta baixa susceptibilidade a contaminagéo de seus cultivos por
outros micro-organismos devido ao elevado pH em que se desenvolve, de modo que
os fotobiorreatores para o cultivo podem ser abertos, sendo geralmente na forma
retangular com cantos arredondados. A temperatura 6tima de crescimento oscila em
torno de 35°C (VONSHAK, 1997).

3.2.2. Compostos fendlicos

Quimicamente, os fendis sao definidos como substancias que possuem anel
aromatico (Figura 3), com um ou mais grupos substituintes hidroxilicos, incluindo seus
derivados funcionais (ésteres, metil ésteres, glicosideos). Pertencem ainda a esta
familia os aldeidos derivados dos acidos benzoicos, que sdo constituintes dos 6leos
essenciais, como a vanilina (SOARES, 2002). Nas plantas se apresentam na forma
conjugada, com um ou mais residuos de agucar unidos aos grupos hidroxilicos, ainda
que em alguns casos possam produzir uniées diretas entre uma molécula de agucar e
um carbono aromético. S&o mais comumente encontrados na natureza na forma de
glicosideos, sendo sollveis em agua e solventes organicos (ANGELO e JORGE,
2007; MARTINEZ-VALVERDE; PERIOGO e ROS, 2000).

OH

Figura 3. Estrutura basica dos fendis.

Os compostos fendlicos constituem um amplo grupo de substancias quimicas,
considerados metabdlitos secundarios das plantas com diferentes estruturas e
atividades, englobando mais de 8000 compostos distintos. A distribuicdo dos
compostos fendlicos nos tecidos e células vegetais ou microbianas varia
consideravelmente de acordo com a espécie e tipo de funcdo a exercer, situando-se
no interior de células ou na parede celular (MARTINEZ-VALVERDE, PERIOGO e
ROS, 2000). Pertencem a uma classe que inclui uma grande diversidade de
estruturas, simples ou complexas, derivadas da fenilalanina e tirosina (NACZK e

SHAHIDI, 2004). Em plantas, sao essenciais para o crescimento e reproducao, além
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de atuarem como agente antipatogénico e contribuirem na pigmentagdo. Em tecidos
vegetais usados como alimentos, sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa (ANGELO e JORGE, 2007).

Estes compostos sdo classificados em trés categorias: aqueles pouco
distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza. Na familia
dos compostos fendlicos pouco distribuidos na natureza, encontra-se um nimero bem
reduzido, embora com certa frequéncia. Neste grupo estdo os fendis simples, o
pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. Dentre o0s polimeros estdo alguns
compostos fendlicos que ndo se apresentam na forma livre nos tecidos vegetais. Esta
familia engloba os taninos e as ligninas. Os compostos fendlicos largamente
distribuidos na natureza podem se dividir em flavonéides (antocianinas, flavonéis e
seus derivados), acidos fendlicos (acidos benzéico, cindmico e seus derivados) e
cumarinas (KING e YOUNG, 1999).

Alguns compostos fenolicos vegetais podem estar envolvidos no metabolismo
primario durante o desenvolvimento normal da planta ou em resposta a condi¢des de
estresse para protecdo dos constituintes das células contra radiacdo UV, injurias e
infecgbes (NACZK e SHAHIDI, 2004). Contribuem para a resisténcia mecénica da
parede celular, exercem papel regulatério no crescimento do vegetal e morfogénese
em resposta ao estresse e ataque de patdégenos. A atividade antimicrobiana dos
compostos fendlicos € indicada pelo seu papel na resisténcia das plantas a doencas,
pois interferem na integridade da membrana celular microbiana ou inibem a
germinagdo dos esporos, sendo secretados como mecanismo de defesa (NACZK e
SHAHIDI, 2004; MARTINEZ-VALVERDE; PERIOGO e ROSS; 2000).

Estudos tém indicado um efeito inibitério dos compostos fendlicos no
crescimento de fungos e producdo de micotoxinas (PAGNUSSATT et al., 2012b;
SOUZA et al., 2011; OLIVEIRA e BADIALE-FURLONG, 2008). Os &acidos fendlicos,
presentes em plantas e micro-organismos, séo inibidores do crescimento fangico e
producdo de esporos. Os acidos p-hidroxibenzéico, vanilico e protocatequinico sao
inibidores somente em concentragdes relativamente altas. No entanto, o metil éster
acido cis-ferdlico e o metil éster acido cis-3,4-dimetoxicinamico, derivados do acido
cindmico, sao encontrados como inibidores em pequenas concentracdes,
evidenciando que a atividade inibitéria depende nédo s6 da concentracdo, mas também
da estrutura do composto (GRIFFIN, 1993).
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Diversos pesquisadores tém trabalhado na separagédo, identificacéo,
quantificacdo e aplicacdo dos compostos fendélicos em alimentos, enfrentando muitos
problemas metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de
substancias, sdo, na maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos e
susceptiveis a acdo de enzimas (AGUIAR et al., 2007; KING e YOUNG, 1999).

A andlise de fendis é influenciada pela natureza do composto, método de
extracdo empregado, tamanho da amostra, tempo e condi¢cbes de estocagem, padrao
utiizado e presenca de interferentes. Ainda ndo se desenvolveu um método
satisfatério para a extracdo de todos ou de uma classe especifica de fendis presentes
nos alimentos. A solubilidade deles varia com os substituintes das cadeias carbonadas
ciclicas, o grau de polimerizagdo e suas interacdes com outros constituintes dos
tecidos onde se encontram. Os solventes mais utilizados para a extragdo sao:
metanol, etanol, acetona, 4gua, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas
associacoes (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Os compostos fendlicos existentes em cianobactérias como a Spirulina sdo
acidos orgéanicos como os acidos caféico, clorogénico, salicilico, sinaptico e trans-
cindmico (Figura 4), os quais agem individualmente ou sinergisticamente como
compostos antifiingicos e antioxidantes em sistemas in vivo e in vitro (SOUZA et al.,
2011; ESTRADA et al., 2001; MIRANDA et al., 1998). O aumento da concentragédo de
compostos fendlicos em Spirulina cultivada foi relatada por Colla et al. (2007) quando
a biomassa foi produzida a 35°C e concentracdes de nitrato de s6dio no meio de

cultivo variaram de 1,875 g. L*a 2,5¢g. L™
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Acido galico Acido caféico Acido salicilico  Acido trans-cinamico
Figura 4. Estruturas quimicas dos &cidos fendlicos estudados no presente trabalho.
Para garantir a manutencdo das propriedades de compostos bioativos, tais

como os fendis, eles podem passar por processos de encapsulacdo (NEETHIRAJAN e

JAYAS, 2011). Uma das técnicas usadas consiste na incorporacdo dessas
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substancias em vesiculas lipidicas que envolvem a formacdo de uma fase aquosa
dentro de uma membrana de fosfolipidios, os lipossomos (BATISTA, CARVALHO e
MAGALHAES, 2007).

3.3. INCORPORACAO DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS EM LIPOSSOMOS

A incorporacdo de substancias bioativas pode ser realizada por diversas
técnicas, como os lipossomos. Os lipossomos sdo constituidos pela formacédo de
vesiculas Unicas ou multilamelares, que envolvem uma fase aquosa dentro de uma
membrana lipidica (BATISTA, CARVALHO e MAGALHAES, 2007).

O encapsulamento € uma técnica que consiste no acondicionamento de pequenas
particulas (nucleo) dentro de um material encapsulante (JAFARI et al., 2008). O
principal objetivo do encapsulamento € a protecdo da substancia de interesse contra
oxigénio, agua e luz; além de permitir uma liberacdo controlada do composto, ou ainda

prevenir o contato com outros componentes em uma mistura (FARHANG, 2007).

3.3.1 Lipossomos

Lipossomos ou vesiculas lipidicas (Figura 5) sé@o estruturas ocas, constituidas
de um volume aquoso central circundado por uma bicamada lipidica, formando
particulas com didmetro da ordem de dezenas de nandémetros a dezenas de
micrdometros (FREZARD et al., 2005).

Os lipossomos séo bastante utilizados como modelo de membranas em funcéo
da sua semelhanga com a matriz lipidica de células e organelas (CASTELLI et al.,
1997). Estes sistemas sao biodegradaveis, ndo téxicos e ndo imunogénicos, podendo
encapsular, devido a sua estrutura, uma grande variedade de compostos hidrofilicos
ou hidrofébicos nas partes internas, externas ou na interface de suas membranas
(DURAN, MATTOSO e MORAIS, 2012). O potencial de encapsulacdo de um
determinado composto sera definido pelas caracteristicas como massa molecular,
hidrofobicidade e solubilidade (SANTANA, SEVERINO e SOUTO, 2012).
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Figura 5. Caracteristicas estruturais dos lipossomos (FREZARD et al., 2005).

Os fosfolipideos (Figura 6) em meio polar organizam-se na forma de lamelas
ou bicamadas, expondo as cabecas hidrofilicas e escondendo as caudas hidrofébicas,
formando estruturas termodinamicamente desfavoraveis, que para adquirirem
estabilidade fecham-se sobre si mesmas, formando lipossomos. Durante esse
processo, ocorre o encapsulamento de parte do meio aquoso, em que os fosfolipideos
se encontram dispersos. A bicamada é capaz de acomodar moléculas hidrofébicas do
meio e comporta-se como uma membrana semipermeavel em relagdo ao material

encapsulado dentro do nucleo aquoso central dos lipossomos (MERTINS, 2004).

As moléculas de fosfolipideos sao constituidas por uma regiéo polar ou cabeca
hidrofilica (grupo fosfato) e por uma parte apolar ou cauda hidrofébica (geralmente
formada por duas cadeias de &acidos graxos), caracterizando-se como anfifilicos
(DURAN, MATTOSO e MORAIS, 2012). Por essas caracteristicas, as moléculas dos
fosfolipideos quando colocados em meio apolar ou polar tendem a se organizar
ordenadamente para que a intensidade das forcas de interacdes ibnicas, estéricas,
Van der Waals e de hidratacdo sejam minimas (JUSTO e MORAES, 2011).

Os fosfolipideos sdo a maior classe de lipidios presentes nas membranas
celulares de plantas e animais e 0s mais usados na preparacdo de sistemas
destinados a aplicagdes terapéuticas. Muitos fosfolipideos disponiveis para a produgéo
de vesiculas sao fosfolipidios naturais, especialmente de ovo ou soja, 0s quais podem

ser modificados por hidrogenacao parcial, para permitir a obtencdo de vesiculas mais
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resistentes a processos oxidativos. A fosfatidilcolina de soja é a mais utilizada em
funcdo do baixo custo, alta estabilidade e biocompatibilidade (MALHEIROS et al.,
2010)

N+

R

Figura 6. Representagéo estrutural e esquemética de uma molécula de
fosfatidilcolina. (DE LIMA, 2010).

A classificac@o dos lipossomos é realizada de acordo com o tamanho (Figura
7:

e VESICULAS MULTILAMELARES GRANDES (VMG ou do inglés MLV):

Lipossomos constituidos por bicamadas fosfolipidicas concéntricas intercaladas

por compartimentos aquosos, cujo didmetro varia de 400 a 3500 nm.
e VESICULAS UNILAMELARES GRANDES (VUG ou do inglés LUV):

Lipossomos constituidos por apenas uma bicamada fosfolipidica, mas com uma

grande cavidade aquosa.O diametro varia de 200 a 1000 nm.
e VESICULAS UNILAMELARES PEQUENAS (VUP ou do inglés SUV ):

Lipossomos formados por apenas uma bicamada fosfolipidica e um pequeno
compartimento aquoso, com diametro de 20 a 50 nm (CABECA, 2009).
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Figura 7. Representacdo esquemética de MLV (esquerda), LUV (meio) e SUV

(direita), e as respectivas bicamadas. (DE LIMA, 2010).

3.3.2. Preparacao dos lipossomos

O método utilizado para a preparacdo dos lipossomos deve ser escolhido de
acordo com o objetivo da aplicagdo. Muitas vezes, a composicdo lipidica e a
sensibilidade do material a ser encapsulado determinam o método de preparacdo dos
lipossomos (SANTOS e CASTANHO, 2002).

Um dos métodos mais utilizados é a hidratacao do filme seco, onde a mistura
de lipidios é inicialmente solubilizada em uma solucdo orgénica e depositada nas
paredes de um baldo redondo pela evaporacdo do solvente, formando um filme seco
de lipidios. Posteriormente é realizada a hidratagcéo do filme com solucdo tampéao e os
lipossomos formados séao do tipo multilamelares (MLV) (DE LIMA et al., 2010; HOPE,
1986). Ap6s a formagado das MLV’s, métodos mecanicos como a extrusdo pode ser
utilizados para produzir lipossomos de tamanho definido. Além da extruséo,
homogeneizagéo, sonicagdo, microfluidizagdo e prensa francesa também podem ser
empregados. O método da extrusdo baseia-se em varias passagens de MLV’s por
filtros de tamanhos bem definidos, sob pressdo normalmente de nitrogénio (SANTOS
e CASTANHO, 2002). Esse processo também pode ser realizado em mini-extrusor.

Nesse caso, a pressdo exercida pelo usuario forca a passagem das vesiculas
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lipossomais de uma seringa para outra, através de filtros com o didmetro desejado
(CABECA, 2009).

Outro método utilizado € o da injecdo, onde os lipideos séo solubilizados em
etanol ou éter e injetados por meio de uma seringa no meio aquoso onde se deseja
formar os lipossomos. A grande vantagem desse método € a simplicidade e as
grandes desvantagens sédo a baixa solubilidade dos lipidios no etanol e a dificuldade

de remocao do etanol do meio (JUSTO e MORAES, 2011).

Um terceiro método é o da emulsificacdo, no qual existem duas maneiras de
preparacdo: o da fase reversa e o da dupla emulsdo. O método baseia-se na
solubilizacdo dos lipideos em um solvente orgénico volatil, que posteriormente é
misturado com uma solu¢gdo aquosa em menor propor¢cdo. A aplicagdo de uma
agitacdo vigorosa da solug¢éo aquosa produz micro bolhas no interior do meio organico
e os fosfolipideos presentes formam micelas em sua volta, de maneira que as cabecas
polares encontram-se orientadas no sentido das bolhas. Com a remogao do solvente
organico, as micelas se tornam invertidas e coalescem formando entéo os lipossomos
(SANTANA, MARTINS e ALVES, 2008). Além desses métodos, ainda podem ser
citados a preparacdo de lipossomos por fase reversa e homogeneizacdo a alta
presséo, dentre outros.

3.3.3. Métodos de caracterizacao de lipossomos

Devido a sua versatilidade estrutural em termos de tamanho, composigéao,
carga da superficie, fluidez da membrana e habilidade para incorporar farmacos
hidrofilicos e/ ou lipofilicos, lipossomos se tornaram potentes carreadores para varios
tipos de terapias (DURAN, MATTOSO e MORAIS, 2012), aumentando a eficacia e
reduzindo os efeitos toxicos dos compostos bioativos. Inimeros trabalhos de
desenvolvimento de formulagBes com objetivo terapéutico para varias doencas relatam
a eficacia e a seguranca dos tratamentos realizados com formulacdes lipossémicas,
constatando uma grande vantagem em relagdo aos tratamentos convencionais. Sao
comercializadas formulagbes contendo lipossomos para o tratamento do cancer e
infecgBes sistémicas por fungos. O aprofundamento das pesquisas ird possibilitar a
consolidacdo de seu uso na terapia génica e em vacinas (BATISTA, CARVALHO e
MAGALHAES, 2007). No entanto, o estudo do encapsulamento de compostos
fendlicos em lipossomos preparados atraves do método de hidratagdo das vesiculas,
visando aplicagdo como antifungico natural, € inovador. Sendo assim, a caracterizagédo

e a aplicacdo dessas substancias encapsuladas servirdo de subsidio para a
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continuidade dessa aplicacédo, que possa permitir a indicacdo do uso desses produtos

como inibidor do crescimento fungico e da producgéo de micotoxinas.

Os lipossomos possuem grandes variacdes em suas propriedades fisicas e
quimicas, tais como tamanho, lamelaridade, permeabilidade, estabilidade, eficiéncia
de encapsulamento e possivelmente grau de degradacdo (DURAN, MATTOSO e
MORAIS, 2012). Os métodos usados na caracterizacdo dessas vesiculas podem ser
agrupados em: avaliacdo morfoldgica, fisico-quimica, doseamento do farmaco e
ensaio de liberacdo in vitro (FAVARO-TRINDADE, PINHO e ROCHA, 2008).

A determinacao do tamanho médio dos lipossomos pode ser avaliada através
do espalhamento dindmico de luz laser (DLS), espectroscopia de correlacdo de fotons
(ECF) e por diferentes tipos de microscopia, tais como: microscopia de transmissao
(MET), microscopia de varredura (MEV), técnica de criofatura e microscopia de forca
atdbmica (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Dentro da caracterizacdo fisico-quimica, a ressonancia magnética nuclear
(RMN), através da determinacdo do tempo de relaxacdo longitudinal (T;), permite
avaliar os graus de mobilidade de regiées da membrana antes e apds a incorporacao
do farmaco (SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002). No caso de lipossomos, essa
técnica € bastante utilizada para verificar as interagbes entre as moléculas do

encapsulante e do material encapsulado.

Os métodos espectrofotométricos permitem uma estimativa qualitativa e
guantitativa do tamanho e concentracdo de lipossomos, através da turbidez das
solucdes (ARORA e STRASBURG, 1997). Além disso, a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) permite monitorar o efeito dos
compostos biotivos nas frequéncias de vibracdo especifica da membrana, que
correspondem aos niveis de energia da molécula (SKOOG, HOLLER e NIEMAN,
2002; SAIJA et al., 1995).

Os métodos termodindmicos, como a calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), estudam a influéncia do composto na transicdo da fase gel para a liquido-
cristalina da membrana lipidica, sendo Uutil para verificar o aumento da fluidez e

permeabilidade dos lipossomos em relagéo a regido hidrocarboneto da molécula.

Um dos principais pré-requisitos para o uso de lipossomos como carreadores in
vivo é que eles devem circular e reter o farmaco por tempo suficiente para o acesso

efetivo e interacdo com o alvo. A estabilidade biolégica depende da presenca de
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agentes que interagem com o0s lipossomos e o ensaio de liberagcdo in vitro é
importante para verificar alteragfes no perfil de liberagdo do farmaco a partir do
sistema carreador (MELO et al., 2010).

Dessa forma, estudar a atividade antifingica de compostos fendlicos extraidos
de Spirulina ap6s o encapsulamento em lipossomos permitird potencializar a inibicao
metabdlica do fungo e reduzir a producdo de tricotecenos, pois esses sistemas
carreadores facilitariam a interacdo entre 0 composto e 0 micro-organismo, além de

atuar como sistema protetor do composto de interesse.
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ARTIGO 1

COMPOSTOS FENOLICOS EXTRAIDOS DE Spirulina sp. E SUA ACAO NAS
ROTAS METABOLICAS DE ISOLADOS DO COMPLEXO Fusarium graminearum
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RESUMO

A aplicacdo de substancias naturais com efeito antifingico é motivada pela
necessidade de alternativas aos métodos existentes que nem sempre séo aplicaveis,
eficientes ou in6cuos ao consumidor ou meio ambiente. Portanto, estudos para
elucidar o comportamento de espécies toxigénicas frente a fungicidas naturais tornam-
se necessarias para garantir a seguranca alimentar. Neste trabalho, o extrato fenélico
de Spirulina foi utilizado para avaliar a atividade antifingica sobre 12 linhagens
toxigénicas de Fusarium graminearum, isoladas de cevada e trigo. As rotas
metabdlicas que poderiam ser afetadas foram avaliadas através da determinacdo de
compostos estruturais (glicosamina e ergosterol) e da atividade de enzimas do
metabolismo primario dos micro-organismos. Os resultados indicaram que os extratos
fendlicos reduziram a velocidade de crescimento das espécies toxigénicas estudadas.
O ICs foi obtido na concentracdo de 3 a 8% (p/p) de extrato fendlico. A utilizagdo
desse fungicida natural inibiu em 72% o crescimento fungico, em especial pela
inativagdo dos sistemas enzimaticos (amilase e protease) de Fusarium graminearum.
A glicosamina foi o indicativo de inibicAo que melhor representou o efeito das

diferentes concentracdes de extrato fendlico sobre a inibicdo do crescimento fangico.

Palavras:chave: antifingico natural, fungos toxigénicos, glicosamina, enzimas.
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1. INTRODUCAO

A busca por novas solucdes para as perdas ocasionadas por contaminagao
fungica durante o cultivo, armazenamento e beneficiamento de cereais € continua,
pois 0s principios ativos usados como fungicidas podem permanecer no ambiente,
além de selecionar espécies resistentes e toxigénicas (HEIDTMANN-BEMVENUTTI et
al., 2012; DORS et al., 2011).

Dentre as alternativas amplamente estudadas para o problema estd a busca
por compostos naturais, de origem microbiana ou vegetal, com demonstrado potencial
antifungico (VIUDA-MARTOS et al., 2008). Para estudar o efeito destes compostos
sdo utilizadas preferencialmente espécies fangicas toxigénicas dos géneros Fusarium
e Aspergillus, entre outros (SOUZA et al., 2011; ZABKA, PAVELA eGABRIELOVA-
HELNN, 2010). Quanto aos compostos quimicos extraidos de fontes naturais, aos
quais se atribui efeito antifiingico, destacam-se os 6leos essenciais, compostos
fendlicos, peptideos e outros (PAGNUSSATT et al., 2011; SOUZA et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2008).

As microalgas tém despertado interesse crescente como fonte de metabdlitos
para obtencdo de novos principios ativos a partir de extracdo com solventes organicos
e posterior purificacdo deles para diferentes fins (SHIMIZU, 2003). No quesito inibicdo
fungica, Tantawy (2011) e Abedin e Taha (2008) demonstraram o efeito inibidor de
extratos de Spirulina platensis, Anabaena oryzae, Tolypotrix ceytonica Chlorella
pyrenoidosa e Scenedesmus quadricauda em acetona ou metanol contra o
desenvolvimento de Fusarium moniliforme, com resultados promissores para prevenir
a contaminacao fangica. No entanto, ndo ha relatos na literatura sobre o mecanismo

de inibicdo de compostos fendlicos sobre Fusarium graminearum.

Para diminuir o crescimento da biomassa flngica, os compostos inibidores atuam
sobre reagBes do metabolismo primério de obtencdo de nutrientes, producdo de
membranas ou paredes celulares, atividade respiratéria e diferenciagdo celular
(CASTRO et al., 2004 ). Estas dificuldades ao desenvolvimento podem desencadear a
producdo de metabolitos secundérios, como as micotoxinas, por exemplo, como
defesa da espécie contra o estresse do meio (OLIVEIRA et al., 2007). Em funcgéo
disso, maiores investigacbes para elucidar o comportamento de diversas espécies
toxigénicas mediante fungicidas naturais sdo importantes, pois a partir deste
conhecimento 0 emprego pode ser realizado de forma a contribuir para a seguranca

alimentar.
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A medicdo do crescimento micelial das coldnias, constituintes de membranas e
paredes celulares (ergosterol e glicosamina), altera¢des na atividade enzimética com
consequente diminuigcdo da sintese de biomoléculas da espécie séo indicativos usados
para demonstrar o mecanismo de inibicdo do crescimento celular (PAGNUSSATT et
al., 2012b; SOUZA et al., 2012; DORS et al., 2011). As consequéncias destes efeitos
na producdo de micotoxinas por espécies toxigénicas sdo ainda pouco elucidadas.
Assim, informacdes sobre a alteracdo de caminhos metabdlicos sdo fundamentais
antes da recomendacdo ou purificacdo de extratos para serem utilizados para
prevencdo ou inibicdo da contaminacdo microbiana em diferentes pontos da cadeia

produtiva de alimentos.

O comportamento dos micro-organismos em presenca de antifiungicos naturais
pode ser melhor compreendido empregando procedimentos microbiolégicos
associados a técnicas matematicas de modelagem (ANTWI et al., 2008). Os modelos
matematicos aplicados a microbiologia permitem representar o aumento ou diminui¢éo
de uma populacdo microbiana de interesse (NAKASHIMA et al., 2000). Eles podem
ser classificados em modelos primarios, secundarios ou terciarios Os modelos
primarios descrevem o comportamento da populagdo microbiana com o tempo,
podendo-se citar 0 modelo logistico e Gompertz como um dos mais utilizados. Ambos
descrevem uma fungdo exponencial dupla, sendo que o primeiro descreve uma curva
sigméide simétrica e o segundo uma curva sigméide assimétrica. (GIBSON et al.,
1987).

Neste trabalho foi avaliada a atividade antifungica de compostos fendlicos
extraidos da Spirulina sp. LEB-18 sobre 12 linhagens toxigénicas de Fusarium
graminearum e Fusarium meridionale, isoladas de cevada e trigo, pela determinacao
de compostos estruturais e da atividade de enzimas do metabolismo primario dos

micro-organismos, visando identificar a via metabdlica afetada.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Isolamento e cultivo das espécies de Fusarium graminearum

Os fungos usados foram obtidos da cole¢&o de culturas do complexo Fusarium
graminearum (Fg) do Laboratério de Epidemiologia de Plantas (UFRGS), isolados de
gréos de trigo e cevada, provenientes de campos localizados no Rio Grande do Sul/
Brasil, safras 2007 e 2008. A identificacdo foi realizada com base em observacdes
microscOpicas de estruturas como micélio e esporos, em microscopio Otico e

confrontado com descri¢cdes da literatura. Além disso, a quimiotaxonomia foi realizada
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e permitiu identificar as espécies filogenéticas Fusarium graminearum e Fusarium
meridionale (ASTOLFI et al., 2011; ASTOLFI et al., 2010).

Tabela 1. Espécies filogenéticas de Fusarium graminearum e Fusarium meridionale

utilizados no trabalho.

Espécies filogenéticas* Cddigo Panta hospedeira Tricoteceno**
F. graminearum s. str. 07Tr001 Trigo 15 ADON
F. graminearum s. str. 08Tr024 Trigo 15 ADON
F. graminearum s. str. 08Tr022 Trigo 15 ADON
F. graminearum s. str. 08Tr044 Trigo 15 ADON
F. graminearum s. str. 08Tr033 Trigo 15 ADON
F. graminearum s. str. 08Tr006 Trigo 15 ADON

F. meridionale 07Tr210 Trigo NIV

F. meridionale 07Tr025 Trigo NIV

F. meridionale 07Cv022 Cevada NIV

F. meridionale 07Cv001 Cevada NIV

F. meridionale 07Cv007 Cevada NIV

F. meridionale 07Cv019 Cevada NIV

*De acordo com O’Donell et al. (2004) e descrito em Astolfi et al. (2011; 2012).

** Determinado com base em por¢des de genes TRI3 e TRI12 genes através de
ensaios de PCR (Astolfi et al., 2011; 2012).

As culturas fungicas se desenvolveram em Spezieller Nahrstoffarmer Agar

(SNA) a 25°C para induzir a esporulagédo e foram mantidas a 4°C em tubo de ensaio

inclinado.

Para o crescimento dos fungos e obteng&o dos discos de micélio, estes foram

cultivados em meio agar batata dextrose (ABD) durante 7 dias.
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2.2. Producéo de Spirulina sp. LEB-18, secagem e extracdo e quantificacdo dos

compostos fendlicos

A Spirulina sp. LEB-18 foi cultivada em planta piloto localizada em Santa Vitoria
do Palmar/RS com agua da Lagoa Mangueira suplementada com 20% (v/v) de meio
Zarrouk, referido como MLW-S em tanques revestidos com fibras, agitado por pas,
localizados no interior de uma estufa de filme de polietileno transparente. Ao ser
atingida a concentracédo de 1 g. L, as microalgas foram separadas por filtracdo. A
biomassa foi extrusada, seca em secador de bandejas a 50°C durante 5 h, embalada a

vacuo e armazenada sob refrigeracdo (MORAIS et al., 2007).

A biomassa seca foi moida até 32 mesh e os compostos fendlicos livres
extraidos dela com metanol e quantificados de acordo com Souza et al. 2010 (ANEXO
1).

2.3. Atividade antifungica

O crescimento dos fungos foi testado em meio agar batata dextrose (ABD).
Foram acrescentados extratos fendlicos (EF) para perfazer as concentracdes de 10%,
8%, 6%, 5% e 3,5% (v/v), em relagdo ao meio de cultura. Na temperatura de 35 -
40°C, o volume de extrato fendlico correspondente a cada concentracdo descrita
anteriormente foi misturado com o meio de cultura, totalizando um volume final de 20
mL, que foi distribuido em placas de Petri de 10 cm de diametro. Apés a solidificagdo
do meio, um disco de micélio (1,1 mm de diametro) foi colocado no centro de cada
placa de Petri para incubagédo a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h durante 7 dias. O
efeito do tratamento foi avaliado pela medida diaria do halo de inibicdo, expressos em

cm dia™. Os testes foram conduzidos em triplicata.

Tabela 2. Parametros dos modelos logistico e de Gompertz associado ao tempo de

fase lag (t;) e velocidade maxima de crescimento celular (Umax)

Logistico Gompertz
Hmax= (AA*B)/4 Hmax= (AA*B)/e
t,= (D-2)/B t;= M- (1/B)

A: parametro que descreve o aumento logaritmico da populacdo, D: parametro associado ao crescimento
celular e B: parémetro adimensional. M: tempo requerido para alcancar a velocidade maaxima de

crescimento.
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Os dados das medidas diarias do crescimento micelial nas placas controle e
tratadas com extrato fendlico foram ajustados ao modelo logistico e ao modelo de
Gompertz para determinagdo dos parametros velocidade méxima de crescimento e
tempo da fase lag (Tabela 2) (HAMIDI-ESFAHANI et al., 2007; NAKASHIMA et al.,
2000). A comparacdo dos modelos foi realizada utilizando o coeficiente de correlagcéo
(R?).

O desenvolvimento do fungo foi estimado tendo como referéncia o grupo
controle (sem EF para todos os indicativos de inibicdo avaliados neste trabalho). A

porcentagem de inibicdo fungica foi calculada de acordo com Nguefack et al. (2004):

Inibicdo = 100 X ((Halo controle — halo tratamento/ halo controle)) (Equacéo 1)

A concentragéo inibitoria (ICs) foi considerada como a concentragéo de EF

necessaria para inibir 50% o crescimento fungico, comparado com as placas controle.

No 7° dia as placas foram congeladas. Antes da determinagéo de glicosamina
e ergosterol, a biomassa foi seca a 60°C por 3 h. Para a determinagéo da atividade de

amilases, proteases e lipases, as placas ndo passaram pelo processo de secagem.
2.4. Conteudo de glicosamina

A extracdo da glicosamina na biomassa seca foi realizada com HCl 6M e a
quantificacdo da n-acetilglicosamina determinada de acordo com Aidoo, Hendry e
Wood (1981), maodificado por Souza et al. (2011) (Anexo 2).

2.5. Conteudo de ergosterol

O método modificado de Gutarowska e Zakowska (2009) foi utilizado para

determinar o contetdo de ergosterol na biomassa seca e homogeneizada (Anexo 3).
2.6 Atividade enzimatica

O extrato enzimatico foi obtido da biomassa fungica com NaCl 0,9%. A
atividade da a-amilase foi determinada pela degradacdo do amido estimada
quantitativamente pelo método iodométrico, a atividade da protease foi determinada
empregando albumina como substrato, tendo tirosina como indicativo de hidrdlise
(BARAJ, GARDA-BUFFON e BADIALE-FURLONG, 2010) e a atividade lipolitica foi
avaliada pela titulacdo dos acidos graxos liberados durante a hidrélise (FEDDERN et
al., 2010). (Anexos 4, 5 e 6).
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2.7. Andlise estatistica

Métodos convencionais foram usados para calcular média e desvio padrdo. As
analises estatisticas foram realizadas através de analise de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey, com nivel de 5% de significancia.
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A partir dos dados do halo de crescimento dos 12 fungos nos controles,

diferentes modelos primérios foram ajustados para a obtencdo dos pardmetros de

crescimento (Tabela 3 e Figura 1): velocidade méaxima de crescimento exponencial

(Umax) € tempo de fase lag (t).

Tabela 3. Modelos logistico e Gompertz das curvas de crescimento microbiano na

auséncia de extrato fenélico

Isolados Modelo logistico Modelo Gompertz
fungicos
Hmax (W) t (h) R? Hmax ()t (h) R?
F. graminearum s. str.
07Tr001 0.024%® 6.8f 98.7 0.024° 4.4° 99.5
08Tr024 0.019* 19.79 99.4 0.018"  13.31 99.3
08Tr022 0.016° 3.8° 97.6 0.016° 1.0¢ 98.4
08Tro44 0.0252 19.49 99.7 0.023%  14.7% 99.7
08Tr033 0.018° 15.92 99.2 0.017°¢ 10.9" 99.8
08Tr006 0.016° 12.9% 98.7 0.016° 9.3P 99.6
F. meridionale

07Cv001 0.017°¢ 17.4¢ 99.3 0.016%°  10.6" 99.4
07Tr210 0.020%° 17.9¢ 99.5 0.019%° 12.8¢ 99.8
07Tr025 0.018°¢ 19.7" 99.5 0.017°¢ 13.6" 99.7
07Cv007 0.020% 12.8° 99.2 0.019%° 8! 99.6
07Cv019 0.015°¢ 13.4¢ 98.9 0.014°¢ 8.5 99.7
07Cv022 0.016° 7.1f 98.3 0.015°¢ 3.1¢ 99.4

Os dois modelos utilizados apresentaram uma variancia explicada maior que

97% em média, sendo o modelo de Gompertz mais aplicavel devido ao melhor ajuste
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dos resultados experimentais que foi escolhido para avaliar o efeito dos extratos
fendlicos (150 pg extrato fendlico g Spirulina™®) nos parametros cinéticos de

crescimento microbiano (Tabela 3).

22
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1.4
1.2
1.0
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0.8
0.6
0.4
0.2

0.0

0 24 48 72 96 120 144 166
Tempo (h)
Figura 1. Ajuste do modelo de Gompetz para o crescimento micelial de Fusarium
graminearum 08Tr033.

Os 12 fungos testados apresentaram um periodo latente de crescimento que
variaram entre 1 e 14,7 h para os micro-organismos F. graminearum 08Tr022 e
08Tr044 nos cultivos controle. Nas mesmas condigfes, a velocidade de crescimento
exponencial variou entre 0,014 e 0,024 h™ (Tabela 3). Os organismos cultivados em
meios contendo concentragfes crescentes de EF mostraram diminuicdo da velocidade
de crescimento, variando inversamente com a concentracdo dos extratos. Portanto, os
extratos fendlicos reduziram a velocidade de crescimento das espécies toxigénicas de

Fusarium estudadas (Tabelas 3 e 4).

Quando foi empregado meio de cultivo contendo 10% de EF (v/v), foi
observado um crescimento micelial mais lento, atingindo valor méximo de 2 cm apos 7
dias de experimento, indicando o efeito fungistatico dos EF, especialmente para os
isolados do complexo Fusarium 07Tr001; 07Tr025; 07Cv022; 07Cv001 e 07Cv007,
fato comprovado pelo crescimento micelial do controle de até 8,9 cm. Porém, quando
a concentragdo de EF foi reduzida, o crescimento micelial aumentou (Figura 2).

Os valores de ICs, encontrados para os isolados 07Tr001, 08Tr024, 08Tr044,
07Tr025, 07Cv022, 07Cv007 e 08Tr033 foram estimados com as concentracoes de EF
(V/V): 3% (444 ug); 4% (600 pg) foi necessario para 0s micro-organismos 08Tr022,
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07Tr210 e 07Cv001 e 8% (1990 pg) para 07Cv019 e 08Tr006. Fato que ilustra a
variabilidade das espécies estudadas aos mesmos principios ativos.

Tabela 4. Velocidade méaxima de crescimento exponencial dos fungos isolados de

Fusarium graminearum tratados com diferentes concentragdes de EF

Hmax (™)

Isolados 0 0
10% 8% 6% 5% 3.5%

F. graminearum s. str.

Babc Bcd Aab Abc Ab
07Tr001 0.007 0.006 0.013 0.010 0.011
(84.5) (96.0) (96.2) (95.9) (94.0)
Bbc Aa ABab Bc ABb
08Tr024 0.006 0.013 0.008 0.006 0.011
(95.5) (96.9) (95.2) (95.7) (94.7)
ABbc Aa Bbc Bbc Bab
08Tr022 0.006 0.014 0.008 0.009 0.010
(94.1) (97.0) (96.2) (96.7) (97.6)
Bc Bd ABbc Abc Ab
08Tr044 0.003 0.005 0.008 0.011 0.011
(97.6) (98.2) (98.9) (95.9) (99.6)
Abc Acd Ac Abc Aab
08Tr033 0.004 0.006 0.007 0.009 0.009
(99.1) (98.2) (98.3) (99.5) (99.7)
Aa Aab Aa Aa Ab
08Tr006 0.012 0.012 0.014 0.017 0.014
(99.3) (98.6) (99.5) (99.7) (99.3)
Fusarium meridionale
Aabc Aabcd Aab Aab Ab
07Cv001 0.008 0.010 0.013 0.012 0.012
(99.7) (99.8) (99.0) (99.5) (99.5)
Aa Aabc Aabc Abc Ab
07Tr210 0.012 0.011 0.010 0.011 0.012
(99.0) (99.6) (99.6) (97.8) (99.4)
Abc Abcd Abc Abc Aab
07Tr025 0.009 0.007 0.008 0.008 0.010
(99.3) (97.7) (98.3) (98.8) (99.8)
Abc Abcd Abcd Abc Ab
07Cv007 0.006 0.007 0.010 0.009 0.011
(98.7) (99.3) (99.2) (82.3) (98.9)
Aa Aabcd Aabc Abc Ab
07Cv019 0.012 0.009 0.011 0.011 0.014
(95.3) (99.8) (99.9) (98.4) (99.7)
Ac Ac Ac Ac Aa
07CV022 0.003 0.005 0.006 0.006 0.005
(96.8) (98.6) (99.6) (98.9) (97.0)

Resultados referentes ao Hmax (Rz), estimado conforme modelo de Gompertz. Valores expressos como

média (RZ). Letras mindsculas na mesma coluna indicam que houve diferenga significativa entre as
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médias a 95% de confianga. Letras mailsculas na mesma linha indicam que houve diferenga significativa

entre as médias a 95% de confianca. EF: extrato fendlico de Spirulina.

Os resultados de inibicdo obtidos neste trabalho sé&o consistentes com outros
autores que estudaram a Spirulina platensis cultivada sob outras condi¢oes, que foi
mais eficiente que outras cianobactérias (Anabaena oryzae e Tolypotrix ceytonica) e
microalgas verdes (Chlorella pyrenoidosa e Scenedesmus quadricauda) (ABEDIN e
TAHA. 2008). Também Tantawy (2011) avaliou o potencial antifingico de algumas
microalgas e os resultados com extratos de Spirulina platensis foram eficientes para
inibir Fusarium oxysporum. Cabe ressaltar que a maior inibicdo obtida pelos autores foi
na ordem de 60%, enquanto que neste trabalho, os percentuais de inibicdo foram de
até 90%.

m—H8
-

Crescimento micelial (cm)
\1

Tempo (dias)

(@)



42

s _ /
ﬁ %ﬁﬁgfﬁ::ﬂgﬁf

4 ) 6 T

Crescimento micelial (cm)

5% ]
1

Tempo (dias)

(b)

Figura 2. Curvas de crescimento micelial das espécies filogenéticas Fusarium
graminearum 07Tr001 (a) e Fusarium meridionale 07Tr025 (b) em auséncia (—™ )
e presenca de EF nas concentracoes 10% (—#*—), 8% (—£—), 6% (—= ),

5%(_"&_) e 3,5% (—4—). EF: extrato fendlico de Spirulina.

Os indicativos de inibicdo utilizados neste trabalho (Tabela 5) representam a
maior e menor porcentagem de inibicdo ap6s o 7° dia de experimento em presenca
das cinco concentra¢cfes de EF aplicadas como antifingico. Os percentuais de inibicao
do halo em todas as espécies testadas, com valores variando entre 50% e 90% de
inibicdo podem ser atribuidos ao fato de que o EF estaria atuando sobre as hifas do
micélio, provocando a saida dos componentes do citoplasma, perda da rigidez e
integridade da hifa, resultando em colapso e morte do micélio, semelhante ao relatado
por Sharma e Tripathi (2008).

A inibicdo da atividade de amilase atingiu o percentual de 95% para F.
graminearum s.str. 07Tr001, isolado do trigo (Tabela 5). Fato decorrente da inibicdo da
interagdo entre a amilase e 0 substrato disponivel no meio de cultura pelos
componentes do EF, dificultando a obtencdo da energia necessaria para o
crescimento fungico, o que explicaria a inibicdo do crescimento fungico nas culturas

tratadas.
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As proteases tiveram suas atividades diminuidas em até 98% nos isolados de
F. graminearum s.str. 07Tr001 e 08Tr022, obtidos do trigo (Tabela 5). Entre as
espécies isoladas da cevada, destaque para F. meridionale 07Cv001, cuja atividade
proteolitica foi inibida em até 96%.

Aos compostos fendlicos se atribui a capacidade de inibir a sintese de
aminoacidos, atuando na rota do &cido chiquimico, resultando na impossibilidade do
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato produzirem &cido chiquimico, seguido da
formacéo de triptofano ou ainda, impedir a producdo de fenilalanina ou tirosina através
da via do &cido prefénico (CASTRO et al., 2004). Portanto, a utilizacdo de EF bruto de
Spirulina sp. foi promissora para a inibicdo do crescimento fungico, possivelmente pela
inativagdo dos sistemas enzimaticos de Fusarium graminearum, atuando como inibidor
direto da catalise ou por impossibilitar a sintese da enzima por falta de aminoacidos

importantes para a cadeia protéica.

O contetdo de glicosamina foi menor na biomassa tratada com EF. Nos
isolados 08Tr022, 07Tr210, 07Cv022 e 07Cv019, a diminuicdo da producdo ocorreu
em concentragcdo de EF superiores a 8% (p/p); enquanto que para os isolados
07Tr025, 08Tr044, 07Cv001 e 08Tr006 a inibicdo foi obtida ao utilizar menores
concentracdes de EF (5% e 3,5% p/p). Novamente fica evidenciada que a variagcéo de
efeito dos EF foi especifica para cada cepa.

O conteudo de ergosterol e atividade lipolitica foram pouco afetados pelos EF.
Os micro-organismos sintetizaram enzimas extracelulares, como a lipase para
posteriormente produzirem seus triglicerideos e outros lipidios metabdlicos. Neste
caso, a ndo diminuicdo da sintese de ergosterol e a atividade de lipase sugerem que
os fungos mantém estavel a fungdo que depende deles. Fato que € bastante
promissor, pois a sintese de micotoxinas, em especial de tricotecenos, € iniciada a
partir da alteragdo da via metabdlica para a producdo de acidos graxos e seus

derivados.

De uma maneira geral, a determinacdo de amilase apresentou boa resposta
como indicativo de inibicdo, mas acredita-se que sua quantificacdo apos aplica¢do do
extrato fendlico como antifingico natural em experimento in vivo podera ser alterada
em funcdo da presenca de interferentes, neste caso, enzimas amiloliticas encontradas
nos graos. A partir dos indicativos de inibicdo utilizados neste trabalho como
ferramenta para avaliar o crescimento fangico, pode-se destacar a importancia da

determinacdo de glicosamina, composto comumente encontrado em fungos
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filamentosos e que representou melhor o efeito da concentracdo do EF sobre a
inibicdo do crescimento fungico do que o ergosterol, componente de membrana

presente em todos os fungos, ndo sendo muitas vezes o componente mais inibido pelo
extrato fendlico.



Tabela 5. Porcentagem de inibi¢éo (%) dos indicativos de inibicdo do crescimento fungico*
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Espécies Concentragéo Indicativos de inibigdo do crescimento fungico (%)***

filogenéticas EF** (%, viv) Crescimento Glicosamina Ergosterol Amilase Protease Lipase

micelial

07Tr001 65 a 89 NI Nl a 18 81 a95 79 a95 NI
08Tr024 61 a 85 NI NI 63 a 84 68 a 94 NI
08Tr022 53a94 12a74 NI a 28 43a78 70298 NI
07Tr210 45 a 57 Nl a 21 NI 22 a 69 NI NI
07Tr025 64a71 NI a 55 NI 12 a 89 55 a 68 NI
07Cv022 3,5a10 68 a 84 4a48 Nl a6 57 a8l 83 a96 Nl a 16
07Cv001 32 ab54 NI a 63 6add 54 a 90 85 a 96 NI a 33
08Tr033 67 a 86 9a3l 14a31 37a73 46 a 97 NI
07Cv019 4a48 Nl a 24 NI a 35 NI a 36 NI a 87 NI a 36
08Tr006 10 a 23 2a46 Nl a 31 NI a 69 11 a53 NI a 33
08Tr044 61 a 89 Nl a73 NI a 36 41 a 85 NI a 92 NI
07Cv007 54a78 NI NI 35a78 72 a 83 NI

* As tabelas com a analise estatistica (p<0,05) dos respectivos indicativos de inibicdo estdo no ANEXO 8. **Concentracdes de extrato fendlico (EP):

10, 8, 6, 5 e 3,5%. **Resultados referentes a menor e maior porcentagem de inibicao apds o 7° dia de experimento. NI: ndo inibiu.
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4. CONCLUSAO

Os compostos fenodlicos extraidos de Spirulina sp. LEB-18 apresentaram
promissora atividade antifingica contra os isolados de Fusarium graminearum quando
aplicadas ao meio de cultura em concentracdes entre 3% e 8% (p/p) necessarios para

atingir o ICso de cada um, baseados na inibicdo do crescimento micelial.

Paralelo a esta inibicdo, ocorreu a diminuicdo de 6 e 7 vezes (em média) a
atividade de amilases e proteases na biomassa flngica. O ergosterol e a atividade de

lipases foram pouco alterados pela presenca do extrato fendlico.

A glicosamina foi o indicativo de inibicdo que melhor representou o efeito das
diferentes concentragbes de extrato fendlico sobre a inibicdo do crescimento dos

isolados de Fusarium graminearum.
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ARTIGO 2

INIBICAO DO CRESCIMENTO E SINTESE DE TRICOTECENOS EM ISOLADOS DO
COMPLEXO Fusarium graminearum POR ACIDOS FENOLICOS NATURAIS
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Resumo

Espécies do género Fusarium sdo comumente encontrados em gréos e alimentos a
base de cereais e outros materiais ambientais e reconhecido produtor de uma ampla
gama de micotoxinas. A necessidade de minimizar o seu crescente impacto na
agricultura e seguranca alimentar norteia a busca por substancias naturais e
alternativas aos fungicidas quimicos, que podem contaminar o ambiente. Dentre os
compostos naturais com potencial antifangico estdo os acidos fendlicos. Neste
trabalho, a atividade antifingica e antimicotoxigénica de &cidos fendlicos obtidos de
Spirulina foram testadas em isolados toxigénicos do complexo Fusarium graminearum
de forma comparatica a compostos fenolicos puros. O extrato fendlico de Spirulina
reduziu significativamente o crescimento micelial comparado a mistura de padrées ou
acidos fendlicos isolados. Os niveis de glicosamina, a atividade de amilase e producao
de micotoxinas foram reduzidos em 40%, 62% e 68%, respectivamente, em relacdo ao

controle.

Palavras-chave: Fusarium, composto fendlico, fungicida natural, crescimento micelial,

glicosamina, amilase, micotoxinas.

1. INTRODUCAO

Fusarium é um género que compreende uma ampla gama de fungos ascomicetos
de importancia agricola (GOSWAMI e KISTLER, 2004) cujas epidemias podem levar a
perdas significativas tanto na produtividade das culturas como na qualidade de gréos e
subprodutos. Destaca-se em importancia a producdo de micotoxinas por Fusarium
spp. e que tem implicacdes toxicoldégicas em humanos e animais, especialmente da
classe dos tricotecenos como o deoxinivalenol (DON) e nivalenol (NIV), fumonisinas e
zearalenona (ARMANDO et al., 2013; BRYDEN, 2012; DEL PONTE, GARDA-
BUFFON e BADIALE-FURLONG, 2012). Dentre as espécies do género, F.
graminearum (Fg) é importante patégeno de cultivos de cereais de inverno como o
trigo e a cevada, bem como na cultura do milho, causando doencas conhecidas por
giberela ou fusariose na espiga. Anteriormente considerado uma espécie monofilética,
atualmente sdo reconhecidas mais de uma dezena de espécies filogenéticas do
complexo Fg que, embora morfologicamente indistintas, variam em aspectos

relacionados a patogénese e potencial toxigénico, bem como sua distribuicdo
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geogréfica. No Brasil, F. graminearum sensu stricto (ou apenas F. graminearum) e F.
meridionale sdo as espécies predominantes e que variam em relagdo a presenca de
alelos que regulam a sintese dos tricotecenos; enquanto que isolados F. graminearum
apresentam o genétipo 15-acetilADON, F. meridionale apresenta o geno6tipo NIV, com
base em analises por PCR (ASTOLFI et al., 2011; SCOZ et al., 2009).

Para o controle da giberela se preconiza o uso de téticas integradas de manejo,
tais como 0 uso de cultivares resistentes e fungicidas aplicados na fase reprodutiva da
planta. No entanto, além dos resultados contraditérios em relacéo a sua eficiéncia, em
niveis relativamente baixos em relacdo a eficiéncia de controle de outras doencas
fungicas, os fungicidas podem acarretar em problemas toxicol6gicos em humanos e
animais, bem como deteriorar a qualidade ambiental e a salde humana (DORS,
BIERHALS e BADIALE-FURLONG, 2011), fato que vem norteando a busca por
fungicidas naturais. Alguns autores tém reportado o efeito antifingico e
antimicotoxigénico de compostos fendlicos obtidos de frutas, cebola, farelo de arroz,
Oleos essenciais e microalgas (PAGNUSSATT et al.,, 2012a; PAGNUSSATT et al.,
2012b; SOUZA et al., 2011; OLIVEIRA e BADIALE-FURLONG, 2008), porém o seu

mecanismo de agao precisa ser melhor elucidado.

Os compostos fendlicos, produtos do metabolismo secundério, sdo derivados do
metabolismo da glicose por diferentes reagdes bioquimicas, que constituem a via do
acido chiquimico ou do acetato (SIMOES et al., 2003). Eles podem ser encontrados na
natureza na forma livre, ligada e polimérica, caracterizados pela estrutura aromatica
associada a grupos carboxilicos e um ou mais grupos hidroxila e/ou metoxila
(ANGELO e JORGE, 2007), classificados como flavondides, cumarinas e &acidos
fendlicos; estes ultimos os mais abundantes (CARRASCO-PANCORBO et al., 2005).

Nos extratos brutos obtidos de diferentes fontes, os acidos fendlicos
possivelmente apresentem efeito sinergistico na inibicAo do crescimento fungico.
Assim, identificar o0s constituintes presentes nos extratos e avaliar seus efeitos
isoladamente é um passo importante para viabilizar o emprego dos acidos fendlicos
como produtos antifingicos. Em funcéo disso, neste trabalho foi avaliada a atividade
antifingica e antimicotoxigénica de extratos de &cidos fendlicos obtidos de Spirulina
sp. LEB-18 sobre o crescimento de isolados de F. graminearum, comparativamente a

acidos fendlicos puros.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Producdo de Spirulina sp. LEB-18, secagem, extracdo e quantificacdo de

compostos fendlicos

A Spirulina sp. LEB-18 foi cultivada em planta piloto localizada em Santa Vitoria
do Palmar/RS com agua da Lagoa Mangueira suplementada com 20% (v/v) de meio
Zarrouk, referido como MLW-S em tanques revestidos com fibras, agitado por pas,
localizados no interior de uma estufa de filme de polietileno transparente. Ao ser
atingida a concentracédo de 1 g. L, as microalgas foram separadas por filtracdo. A
biomassa foi extrusada, seca em secador de bandejas a 50°C durante 5 h, embalada a

vacuo e armazenada sob refrigeracdo (MORAIS et al., 2007).

A biomassa seca foi moida até a granulometria de 32 mesh e os compostos
fendlicos livres extraidos dela com metanol, através da metodologia proposta por
Souza et al. (2010) e quantificados de acordo com o método de Folin-Ciocalteau,

empregando curva padréo de &cido galico (4 a 50 ug. mL™, ANEXO 1).
2.2. Perfil de acidos fendlicos

Os padrdes cromatograficos para a determinacao dos acidos fendlicos: acido
gdlico, acido caféico, acido salicilico e acido trans-cinamico (Figura 1) foram obtidos da
Sigma Chemicals Co. com 98-99% de pureza. As solu¢cbes estoque foram preparadas

na concentracdo de 0,1 mg mL™ em metanol grau cromatografico (Merck).

o oH on O OH O
OY\\/‘C[OH OH @_//_<OH
HO OH oH

Acido galico Acido caféico Acido salicilico  Acido trans-cinamico

Figura 1 Estruturas quimicas dos acidos fendlicos estudados no presente trabalho.

A separacdo, a identificacao e a quantificacdo dos acidos fendlicos padrao e os
extraidos de Spirulina sp. foram realizadas em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(HPLC) com detector UV-Visivel 10AXL, equipado com uma coluna de fase reversa
RP-18 CLC-ODS octadecil nas dimensdes de 5 pm x 4,6 mm x 150 mm. A eluic&o foi
realizada com fase mével em gradiente de solu¢éo aquosa de &cido acético (99:1, v/v),

metanol e acetonitrila, com vazdo de 1 mL. min™. Para a elui¢do de todos os padrdes
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foram necessarios 18 min. Os limites de quantificacdo s&o de 2,3 pg. mL™ para o acido
gélico, 11 pg. mL™ para o acido cafeico, 18,3 pg. mL™ para o &cido salicilico e de 0,43
ug. mL* para o trans-cinAmico (SOUZA, 2012). O cromatograma com os tempos de
retencdo de cada padréo estdo representados na Figura 2.
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Figura 2. Cromatograma da mistura de padrdes fendlicos nas condigbes do
experimento (SOUZA, 2012).

2.3. Isolamento e cultivo de Fusarium spp.

Os fungos usados (Tabela 1) foram obtidos da cole¢do do Laboratério de
Epidemiologia de Plantas (UFRGS). Foram selecionados 4 isolados purificados que
foram identificados em nivel de espécie do complexo Fg e gendtipos tricotecenos
(gendtipos 15-ADON ou NIV) utilizando protocolos de descritos em outros trabalhos
(ASTOLFI et al., 2011; ASTOLFI et al., 2010).

Os isolados diferiram de acordo com a planta hospedeira, espécies
filogenéticas e produgdo de tricotecenos. No entanto, consistentemente com o0s
resultados dos exames, os dois isolados de F. graminearum sensu stricto foram

ambas do gendtipo 15-ADON e F. meridionale do gendtipo NIV (Tabela 1).

As culturas fungicas foram crescidas em Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)

a 25°C para induzir a esporulacdo e mantidas a 4 °C em tubo de ensaio inclinado.

O crescimento dos fungos foi realizado em &gar batata dextrose (ABD) durante

7 dias para obtencao dos discos de micélio.

Tabela 1. Isolados do complexo de espécies de Fusarium graminearum utilizados

neste estudo.
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o . Cddigo Planta )
Espécies filogenéticas* ] Tricoteceno**
hospedeira
Fusarium graminearum s. str. O7Tr001 Trigo 15-ADON
Fusarium graminearum s. str. 08Tr024 Trigo 15-ADON
Fusarium meridionale 07Tr025 Trigo NIV
Fusarium meridionale 07Cv022 Cevada NIV

*Segundo O’Donell et al. (2004) e descrito por Astolfi et al. (2011; 2012).

** Determinado com base nos genes TRI3 e TRI12 através de técnicas de PCR (ASTOLFI et al., 2011).

2.4. Atividade antifungica

A atividade antifingica foi avaliada através da adicdo de uma concentragao
pré-determinada, de 3% (p/v) de acido fendlico para reduzir em 50% do crescimento
micelial em meio PDA. Os compostos fendlicos aquosos foram adicionados ao meio
de cultura a uma temperatura de 35 - 40°C e, em seguida, vertida em placas de Petri
(10 cm de diametro). Padrées de acido fendlico: galico, caféico, salicilico, trans-
cinAmico e da mistura de todos os quatro acidos, a 3% (p/v), foram preparados com
agua estéril e adicionados aos meios de cultura, no mesmo modo que o extrato

fenolico natural.

Discos de micélio (1,1 cm de diametro) foram inoculados, logo apés a
solidificacdo do meio, no centro de cada placa de Petri. As culturas foram incubadas a
25°C e as medidas diarias do diametro das coldnias foram feitas ao longo de trés
semanas. Os valores foram expressos em cm dia™. O experimento fatorial (isolado x
acido fendlico) teve trés repeticdes, cada uma composta por uma placa de Petri. A
testemunha foi composta de crescimento dos fungos em ABD sem o0s extratos
fendlicos. A porcentagem de inibicdo do crescimento fungico foi calculado de acordo

com Nguefack et al. (2004), conforme descrito na equacgéao 1:
Inibicdo = 100 X ((Halo controle — halo tratamento/ halo controle)) (Equacéo 1)

No 26° dia, as culturas foram congeladas posteriormente e secas a 60°C
durante 3 h antes da determinacéo da glicosamina. A biomassa fangica foi avaliada

guanto a atividade de amilase e a producédo de nivalenol, deoxinivalenol, 15-acetil-
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deoxinivalenol, 3-acetil-deoxinivalenol e zearalenona por cada isolado, nas condicbes

de crescimento acima mencionadas.
2.5. Conteudo de glicosamina

A extracdo da glicosamina na biomassa seca foi realizada com HCI 6M e a
gquantificacdo da n-acetilglicosamina determinada de acordo com Aidoo, Hendry e
Wood (1981), maodificado por Souza et al. (2011) (Anexo 2).

2.6. Atividade enziméatica

O extrato enziméatico foi obtido da biomassa fungica com 20 mL de NaCl 0,9%
em banho ultrassénico por 40 min, centrifugado e filtrado. A atividade da a-amilase
(ANEXO 4) foi determinada pela degradagdo do amido estimada quantitativamente
pelo método iodométrico (BARAJ, GARDA-BUFFON e BADIALE-FURLONG, 2010).

2.7. Extragao e quantificagdo de micotoxinas

A extracdo das micotoxinas foi realizada pelo método QUEChERS, conforme
descrito por Zachariasova et al. (2010) (ANEXO 7).

A quantificacdo das micotoxinas nivalenol (NI1V), deoxinivalenol (DON), 3-acetil-
deoxinivalenol (3Ac-DON), 15-acetil-deoxinivalenol (15-Ac-DON) e zearalenona (ZEA)
nas amostras foi realizada usando padronizacdo externa. Os padrdes adquiridos da
Sigma Chemicals Co foram diluidos em solugdes de forma a conter 20 yg. mL™ de

padrdo empregado para determinagdo da curva analitica.

A amostra foi injetada em HPLC equipado com detector UV-Visivel e de
fluorescéncia 10AXL e coluna Discovery® Bio Wide Pore (C18, 25 cm x 4,6 mm, 10
pm, Supelco). O comprimento de onda utilizada no detector UV foi de 219 nm para
NIV, DON, 15-Ac-Don e 3-Ac-Don. Os comprimentos de onda empregados no detector
de fluorescéncia foram 270 nm e 455 nm, respectivamente para emissao e excitacdo
de ZEA. A fase movel foi agua (A): metanol (B), no modo gradiente. O gradiente iniciou
com 88% A e 12% B durante 8 min. A partir dos 9 min até 18 min, a concentracdo de B
foi aumentando para 100%. Em 19 min o gradiente retornou para 88% A e 12% B até

27 min. O fluxo foi de 20 mL. min™, com volume de injeg&o de 20 pL.

A exatiddo do método foi expressa como porcentagem de recuperagdo e a
precisdo avaliada como coeficiente de variagdo de média de trés repeticdes. Os limites
de deteccdo e quantificacdo foram determinados pela diluicdo de padrbes e de

amostras fortificadas que gerassem um sinal do detector duas vezes superior ao
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desvio padrdo médio das &reas relativas no tempo de retencéo das toxinas (ANVISA,
2003).

2.8. Andlise estatistica

A significancia do efeito de cada tratamento foi determinada mediante anélise
fatorial e a média das triplicatas comparadas entre si através do Teste de Tukey ao
nivel de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Perfil de acidos fendlicos extraidos de Spirulina sp

Na Spirulina sp. utilizada no estudo, o conteddo de compostos fendlicos era de
700 ug de compostos fendlicos g™ de amostra, onde s&o esperados como constituintes
o acido galico, caféico, salicilico, trans-cindmico e clorogénico (SOUZA, 2012; PARISI
et al., 2009; COLLA et al., 2007). Neste estudo foram identificados acido galico (728
ug gt), acido caféico (42 ug g™); acido salicilico (< LQ) e &cido trans-cinamico (<LQ);

fato atribuido as condicdes de cultivo.

A caracterizacao quimica dos acidos fendlicos naturais € o primeiro passo para
estabelecer a atividade biolégica de cada componente do extrato. Diversas atividades
farmacoldgicas ja foram atribuidas aos acidos fendlicos. Ao acido galico é atribuida
atividade antiinflamatéria e antibacteriana (RAVN et al., 1989), enquanto ao acido
caféico além destas também estd demonstrada a atividade antifungica (FERNANDEZ-
TRINDADE, PINTO e ROCHA, 2008). Os componentes do extrato fendlico da
Spirulina separados cromatograficamente neste trabalho estdo na Figura 3. O
somatoério dos acidos fendlicos foi superior ao valor encontrado na quantificacdo
espectrofotométrica, perfazendo cerca de 110% do contetdo fendlico total, fato que
pode ser atribuido a variabilidade inerente dos procedimentos analiticos distintos, mas

gue ainda assim sdo consistentes.
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Figura 3. Cromatograma dos compostos fenélicos quantificados por CLAE com

coluna de fase reversa e detector UV. (melhorar resolucao)
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3.2. Atividade antifungica

Os quatro isolados fangicos apresentaram uma taxa de crescimento micelial
com valores variando entre 0,13 e 0,83 cm. dia™ nos cultivos controle. Nas mesmas
condi¢des, as taxas de crescimento exponencial dos cultivos em presenca do extrato
fendlico natural obtido de Spirulina sp. variaram entre 0,01 e 0,45 cm. dia’, mostrando
gue os extratos fendlicos reduziram a velocidade de crescimento dos micro-

organismos estudados (Figura 4).
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Figura 4. Crescimento micelial dos isolados de Fusarium meridionale. Controle

(—™—), extrato fendlico de Spirulina (—#*—), acido galico (—£—), acido caféico

(—<—), acido salicilico ( ~*7 ), 4cido trans-cinamico (—4—), mistura (—%).

Os isolados 07Tr001, 07Tr025 e 08Tr024 foram inibidos pelo extrato fendlico de
Spirulina até o 10° dia, o que sugere acao fungistética, que se manteve até o 27° dia

de cultivo (Figuras 4 e 5).
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Figura 5. Crescimento micelial dos isolados de Fusarium graminearum. Controle

(—™—), extrato fendlico de Spirulina (—*—), acido gdlico (—&—), acido caféico

(—<¢—), acido salicilico ( —*¥), acido trans-cinamico (—4—), mistura (—% ).
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A aplicacdo de solugcbes padrdo de &cidos fendlicos nos cultivos mostrou
inibicdo média para os 4 isolados fungicos de 21% em presenca de &cido galico, 30%
para acido caféico, 33% para &cido salicilico, 36% para acido trans-cinamico e 39%
para a mistura dos quatro padrbes de &cidos fendlicos. O extrato de Spirulina

ocasionou inibicdes no cultivo numa faixa percentual entre 50% a 90%.

Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA) para o conteldo de glicosamina e

atividade de amilase dos diferentes isolados fingicos nos tratamentos.

GLICOSAMINA (mg. g*})

Efeito SQ GL MQ F p

Isolado 95,8 3 31,9 74 <0,001

Tratamento 510,7 6 85,1 2330 <0,001

Isolado x Tratamento 705,9 18 39,2 1073 <0,001

AMILASE (ug amido hidrolisado. min™. mg proteina™)

Efeito SQ GL MQ F p
Isolado 8336 3 2779 69500 <0,001
Tratamento 11400 6 1896 47400 <0,001
Isolado x Tratamento 31500 18 1750 43700 <0,001

SQ- soma dos quadrados; GL- Graus de liberdade; MQ- media dos quadrados.

Os indicativos de inibi¢cdo de formagéo de parede celular ou de catabolismo séo
importantes para verificar o efeito fungitoxico durante a sele¢do de produtos naturais
com atividade antifingica; pois através da verificagdo das alteracdes morfolégicas e
metabdlicas dos micro-organismos pode ser estabelecido o modo de acdo dos
compostos bioativos para aplica-los de forma eficiente e segura (DAMBOLENA et al.,
2012). Neste trabalho foram determinados os teores de glicosamina e atividade de
amilase na biomassa produzida no cultivo controle e naquelas tratadas com padrbes
de acidos fendlicos e os extraidos de Spirulina (Figura 6). Foi observado que os
indicativos glicosamina e amilase apresentaram efeito significativo sobre os isolados

fungicos estudados (Tabela 2).
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Figura 6. Teor de glicosamina (mg. g™) na biomassa de F. meridionale 07Cv022 (J:E)
e 07Tr025 (HEM (a) e F. graminearum 07Tr001 ((—}) e 08Tr024 (HEM) (b). c=

experimento controle, SP= experimento com acido fendlico de Spirulina, AG = experimento com padrédo
de acido galico, AC = experimento com padrdo de acido caféico, AS = experimento com padrao de acido
salicilico, ATC = experimento com padrédo comercial &cido trans-cindmico, M = experimento com a mistura

dos quatro padrées.
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A porcentagem de inibicdo indicada pelo teor de glicosamina produzida pela
biomassa de Fusarium 07Cv022 foi de 18% em presenca de acidos fendlicos de
Spirulina, enquanto que os padrbes de acidos fendlicos ndo inibiram a producgéo. Para
o isolado 08Tr024, todas as solugbes padrdo testadas ocasionaram a reducéo de
glicosamina em relacdo ao controle. No entanto, para os isolados de Fusarium
meridionale 07Cv022 e 07Tr025 ndo foi verificada reducdo do conteudo de

glicosamina, pela maioria dos padrdes utilizados como antifingico.

A biomassa dos micro-organismos 07Tr001 e 07Tr025 em presenca do extrato,
do padrdo de solucdo de acido galico; componente majoritario encontrado em
microalgas; mostraram um comportamento semelhante, produzindo 50% menos do
que o controle, em média, para os teores de glicosamina (Figura 6). Ao comparar o
efeito inibitério do extrato fendlico e da mistura dos quatro padrdes, pode ser
observado que para o isolado fangico 08Tr024 (Figura 6b) a producéo de glicosamina
foi em torno de 7 mg. g*; valor bastante inferior ao encontrado na placa controle,
19 mg. g*. Esses resultados demonstraram que para estas espécies fangicas, a
determinacdo de componentes da parede celular € um bom indicativo da viabilidade
celular (SCOTTI et al., 2001). Além disso, indicam que os &cidos fendlicos sao
capazes de penetrar na parede celular e induzir alterac6es nas propriedades fisico-
quimicas dela ou inibir a via metabdlica associada a sua produgdo (DAMBOLENA et
al., 2012).

A determinacdo da atividade amilolitica é outro parametro importante para o
acompanhamento da inibicdo fangica, visto que esses micro-organismos produzem
enzimas digestivas capazes de hidrolisar amido do meio e com isso, obter energia
para a multiplicacdo da biomassa. Neste trabalho, a inibicdo da atividade amilolitica da
biomassa de todos os micro-organismos estudados foi mais acentuada em presenca
do extrato fenolico de Spirulina (Figura 7). Em geral, as solu¢des contendo acidos
fendlicos dificultaram a obtencdo de energia necessaria para a manutencdo da
viabilidade celular, possivelmente por resultar em menor disponibilidade de substrato e
consequentemente, energia para a producdo dos constituintes das paredes celulares.
No entanto, os acidos caféico, salicilico e trans-cinamico ndo foram capazes de inibir a

atividade amilolitica dos isolados de Fusarim meridionale.
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Figura 7. Teor de amilase (ug amido hidrolisado. min™. mg proteina™) na
biomassa de F. meridionale 07Cv022 () e 07Tr025 (Il (a) e F. graminearum
07Tr001 (J:E) e 08Tr024 (HEE) (b). c= experimento controle, SP= experimento com &cido

fendlico de Spirulina, AG = experimento com padrao de acido gélico, AC = experimento com padrao de
acido caféico, AS = experimento com padrdo de acido salicilico, ATC = experimento com padrdo
comercial acido trans-cinamico, M = experimento com a mistura dos quatro padrdes.

Os percentuais de inibicdo distintos na producdo de glicosamina e da atividade
de amilase entre 0s micro-organismos estudados evidenciaram a variagdo da
susceptibilidade de cada linhagem do complexo Fg aos efeitos dos acidos fendlicos

utilizados neste estudo.
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3.4. Atividade antimicotoxigénica

A recuperacao do método para determinacdo das micotoxinas foi de 122 % +2;
106 % +13 e 123 % +17 para as micotoxinas nivalenol, deoxinivalenol e acetilados e
zearalenona, respectivamente. Os resultados da determinagdo experimental da
inibicdo da producéo de micotoxinas mostraram respostas diferentes frente a presenca

do extrato fendlico de Spirulina e das solucdes padrao (Tabela 3).

O primeiro foi mais eficiente para inibir a producéo de NIV e DON de todos os
isolados, em 73%. Os padrdes fendlicos tiveram sua maior capacidade inibitéria sobre
o acetilado 15Ac-DON, com destaque para os acidos galico e caféico. Os padrbes
acido salicilico e acido trans-cindmico n&o mostraram efeito significativo sobre a
inibicdo da produgéo de micotoxinas. A inibi¢cdo da produgéo de ZEA néo foi verificada.
Fato que sugere que a producdo de ZEA é uma alternativa usada pelos micro-
organismos quando o meio se tornou adverso pela presenca dos inibidores. Esta
caracteristica é confirmada pela menor producédo de ZEA nos meio controle do que em
presenca do extrato fendlico e acido gélico, especialmente.

Embora os compostos fendlicos ja tenham atividade antifingica comprovada
(PAGNUSSATT et al., 2012b), o comportamento antimicotoxigénico destas
substancias ainda nao foi bem elucidado. Acido gélico e acido caféico isoladamente
inibiram a producdo de micotoxinas pelas espécies toxigénicas, o que sugere a
necessidade de estudar o efeito sinergistico dessas duas substancias. Aparentemente,
estes compostos ao dificultarem a obtencdo de energia pela menor disponibilidade de
glicose, atuam como estressores do fungo (PICOT et al., 2010). Isto desencadeia a
producdo de metabdlitos secundarios para compensar e limitar a aparente competicdo
pelo substrato do meio. Alguns autores atribuem a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos com a sua agdo na biossintese de micotoxinas (JAYASHREE e
SUBRAMANYAM, 1999). Porém outras propriedades destas substancias precisam ser
identificadas para descrever melhor seu modo de agdo (DAMBOLENA et al., 2011).
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Tabela 3. Efeito dos &cidos fendlicos na produgdo de micotoxinas produzidas por

isolados de F. meridionale e F. graminearum

Micotoxina C EF AG AC AS ATC M
(ug. o) F. meridionale 07Cv022
NIV 5,31¢ 2,597° 2,196° 0,534° ND <LQ <LQ
DON 2,72¢ 0,372 0,298’ ND ND ND ND
15-AcDon  6,90¢ 10,332  2,349° ND ND 7,25° ND
3-AcDon 5,85¢ 2,349¢  1,809"  1,040° ND 1,636" 1,627
ZEA 0,351  0,447" 0,448' 0,299’ ND <LQ <LQ
F. graminearum 08Tr024
NIV 6,42° 1,15 ND ND ND ND 5,60°
DON 20,532 4,379 ND ND ND ND 9,99°
15-AcDon  3,57¢ 2,49° 2,27°¢ ND ND ND ND
3-AcDon  1,32f 1,57 1,02f ND ND ND 1,29
ZEA 0,529 0,66¢ 0,40" ND <LQ <LQ <LQ
F. graminearum 07Tr001
NIV 43,642 19,37° 0,75’ 277" 450" ND 3,189
DON 41,082 9,40°¢ 8,69¢ 5,62 6,54°¢ ND 8,11¢
15-AcDon  7,65° 3,02¢ 2,929 1,47 2,619 ND 2,70¢
3-AcDon 2,35" 4,48" 2,77° 2,450 1,42 ND 1,42°
ZEA 0,02™ 2,55" 0,57 0,10°¢ 0,77! ND 0,31k
F. meridionale 07Tr025
NIV 4,30¢ 0,19% 5,41° 4,55¢ 1,16" <LQ 4,47¢
DON 6,58° 40,932 0,26 0,22 0,63’ 0,34/ 1,899
15-AcDon  14,46° 6,31° 2,63 1,08" 1,689 12,51° 2,55
3-AcDon 3,28° 3,79° 3,39° 3,19° 282" 1,08" 4,94¢
ZEA <LQ 1,04" 0,44' 0,34! 0,12 2,84" 0,22*

C= experimento controle, SP= experimento com adicdo de acido fendlico extraido de Spirulina, AG =

experimento com adigcdo de solugdo padrao de acido galico, AC = experimento com adi¢do de solugédo

padrao de acido caféico, AS = experimento com adi¢do de solugdo padrdo de &cido salicilico, ATC =

experimento com adi¢éo de solugédo padrao comercial acido trans-cinamico, M = experimento com adi¢ao

de solugdo contendo a mistura dos quatro padrdes.
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4. CONCLUSAO

Os é&cidos fendlicos extraidos de Spirulina, bem como o &cido gélico, foram os
componentes mais ativos na inibicdo do teor de glicosamina, atividade de amilase e
producdo de micotoxinas, com inibicdo média de 40%, 62% e 68%, respectivamente.
Embora a atividade antifingica de acidos fenodlicos de Spirulina ja tenha sido avaliada,
este estudo constitui a primeira contribuicdo para a descricdo das substancias
presentes no extrato com maior atividade inibitéria contra algumas linhagens do

complexo Fusarium graminearum.
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Resumo

Este trabalho objetivou caracterizar a interacdo entre compostos fendlicos
provindos de Spirulina sp. LEB-18 e lipossomos contendo fosfatidilcolina, bem como a
avaliacdo da atividade antifingica deste sistema contra isolados do complexo de
espécies do Fusarium graminearum (complexo Fg). A incorporacao do extrato fendlico
nos lipossomos pareceu alterar a dindmica das regides polares e apolares da
fosfatidilcolina da membrana lipidica, influenciando a regido fosfato do lipidio e
aumentando a fluidez dos metilenos presentes na cauda apolar da membrana. Este
efeito esta relacionado com a inibicdo superior a 90% no crescimento micelial de

guatro isolados de Fg em presenca de lipossomos contendo 8% de extrato fendlico.
Palavras-chave: lipossomos, fendis, inibigdo fungica, Fusarium.
1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundérios das plantas (MARTINEZ-
VALVERDE, PERIOGO e ROSS, 2000), formados a partir do metabolismo da glicose
empregando as vias do &cido chiquimico ou do acetato (SIMOES et al., 2003). Os
compostos fenolicos podem ser encontrados na natureza na forma livre, ligada ou
polimérica e sua estrutura inclui anéis aromaticos associados a grupos carboxilicos e a
um ou mais grupos hidroxila e/ou metoxila (ANGELO e JORGE, 2007). Conforme seus
constituintes estruturais,sdo classificados em flavondides, cumarinas e Aacidos

fendlicos (Figura 1); estes os mais abundantes na natureza (SOARES, 2002).

o on o O OH 0]
OY\\/‘C[OH OH @_//_<OH
HO OH oH

Acido galico Acido caféico Acido salicilico  Acido trans-cinamico

Figura 1. Estruturas quimicas dos acidos fendlicos estudados no presente trabalho.

Os compostos fendlicos obtidos de frutas, cebola, farelo de arroz, Oleos
essenciais e de microalgas tém demonstrado propriedades antifungicas e
antimicotoxigénicas (DAMBOLENA et al., 2012; PAGNUSSATT et al.,, 2012a;
PAGNUSSATT et al., 2012b; SOUZA et al., 2011; TANTAWY, 2011; ABEDIN e TAHA,
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2008; OLIVEIRA e BADIALE-FURLONG, 2008). A caracterizacdo quimica dos acidos
fendlicos naturais de Spirulina é o primeiro passo para estabelecer a atividade
biol6gica de cada componente do extrato. Diversas atividades farmacolégicas ja foram
atribuidas aos acidos fendlicos. Ao acido galico é atribuida atividade antiinflamatoria e
antibacteriana (RAVN et al., 1989), enquanto ao acido caféico além destas também
esta demonstrada a atividade antifungica (FERNANDEZ-TRINDADE, PINHO e
ROCHA, 2008).

Entretanto, tais fendis extraidos de suas fontes ou quando purificados podem
ser degradados por processos hidroliticos ou oxidativos, reduzindo seu potencial
antifingico e antimicotoxigénico. Desta forma, a incorporagdo dos fendis em sistemas
carreadores, tais como lipossomos, pode preservar ou mesmo potencializar seu efeito
antifingico e antimicotoxigénico, pelo fato da composicdo lipossomal facilitar a
penetracdo dos fendis pela parede e membrana microbiana, facilitando sua atuagéo
nos processos metabdlicos e evitando a degradacao dos fendis (FANG e BANDHARI,
2010).

Os lipossomos estéo entre os modelos de membrana utilizados mais versateis,
pois apresentam propriedades fisico-quimicas similares a membranas e organelas
celulares, facilitando a transferéncia de principios ativos para seus locais de atuacao,
além de protegé-los de efeitos degradativos (DE LIMA et al., 2010). Para incorporar
substancias ativas geralmente sdo compostos por matrizes lipidicas, que permitem
maior controle da liberacdo do principio ativo e biocompatibilidade (FANG e
BHANDARI, 2010).

O tamanho das cadeias acil dos lipidios, bem como seu grau de insaturacao,
influenciam a eficiéncia do encapsulamento realizado nos sistemas lipossomais. A
fosfatidilcolina (Figura 2) esta entre os fosfolipidios mais utilizados para a producgéo de
lipossomos (MALHEIROS et al.; 2010), pelo carater anfétero que confere a estrutura
formada uma versatilidade para interagir em diferentes tipos de meio. A estrutura
anfifilica propicia a auto-organizacdo estrutural em bicamadas, tais como as

membranas biolégicas celulares (MARTINS et al., 2008).

O emprego de lipossomos como carreadores de principios ativos inicia pela
avaliagdo da interacdo entre eles, analisando o efeito do composto incorporado ao
sistema na dinamica molecular lipossomal. As técnicas empregadas para este fim sédo:
i) a ressonancia magnética nuclear (RMN), determinando o tempo de relaxacdo

longitudinal (T,) para avaliar graus de mobilidade de regides da membrana antes e
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apos a incorporacéo do fenol (NERANTZAKI et al., 2011; GUTIERREZ et al., 2003); ii)
a calorimetria exploratéria diferencial (DSC), para estudar a influéncia do principio
ativo na transicao da fase gel para a liquido-cristalina da membrana (SARPIETRO et
al., 2011; SAIJA et al., 1995); e iii) espectroscopia de infravermelho com
transformacédo de Fourier (FTIR), para monitorar o efeito dos compostos fendélicos nas
frequéncias de vibracdo de grupos especificos da membrana, que correspondem aos
niveis de energia da molécula (SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002; ARRONDO e
GONI, 1998). A determinacéo do tamanho médio dos lipossomos pode ser avaliada
através do espalhamento dindmico de luz laser (DLS) e por microscopia de
transmissdo (MET), dentre outros. Apds essa etapa, se realizam estudos de

formulacdo para o desenvolvimento adequado do carreador.
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Figura 2. Estrutura da fosfatidilcolina.

Neste trabalho, foi caracterizado o efeito da incorporacdo dos compostos
fendlicos provindos de Spirulina sp. LEB-18 em lipossomos de fosfatidilcolina, através
das técnicas de RMN, DSC, FTIR, crio-TEM e difragdo a laser. Em paralelo, foi
avaliada a atividade antifingica contra isolados de quatro espécies do complexo
Fusarium graminearum (Fg) dos sistemas lipossomais contendo tais fendis para

comparacédo com o efeito de fendis livres em solucéo.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Producédo de Spirulina sp. LEB-18, extragdo e quantificacdo de compostos

fendlicos

A Spirulina sp. LEB-18 foi cultivada em planta piloto localizada em Santa Vitoria
do Palmar/RS com agua da Lagoa Mangueira suplementada com 20% (v/v) de meio
Zarrouk, referido como MLW-S em tanques revestidos com fibras, agitado por pas,
localizados no interior de uma estufa de filme de polietileno transparente. Ao ser
atingida a concentracédo de 1 g. L™ as microalgas foram separadas por filtracéo. A
biomassa foi extrusada, seca em secador de bandejas a 50°C durante 5 h, embalada a

vacuo e armazenada sob refrigeracdo (MORAIS et al., 2007).
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A biomassa seca foi moida até a granulometria de 32 mesh e os compostos
fendlicos livres extraidos dela com metanol, através da metodologia proposta por
Souza et al. (2010) e quantificados de acordo com o método de Folin-Ciocalteau,
empregando curva padréo de &cido galico (4 a 50 yg. mL*, ANEXO 1).

2.2. Perfil de acidos fendlicos

Os padrdes cromatograficos para a determinacdo dos &cidos fendlicos: acido
galico, acido caféico, acido salicilico e acido trans-cinamico (Figura 2) foram obtidos da
Sigma Chemicals Co. (USA) com 98-99% de pureza. As solucdes estoque foram
preparadas na concentracdo de 0,1 mg. mL™ em metanol grau cromatografico (Merck,
Alemanha). A separacéo, identificacdo e quantificacdo dos acidos fendlicos padréo e
os extraidos de Spirulina sp. foi realizada em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(HPLC, Shimadzu, Japao) com detector UV-Visivel 10AX, equipado com uma coluna
de fase reversa RP-18 CLC-ODS octadecil nas dimensfes de 5 pym x 4,6 mm x 150
mm. A elui¢do foi realizada com fase movel em gradiente de solu¢cao aquosa de acido
acético (99:1, v/v), metanol e acetonitrila, com vaz&o de 1 mL. min™ , sendo que para a
eluicdo de todos os padrbes foram necessarios 18 min (SOUZA, 2012). Os limites de
quantificacdo séo de 2,3 pg. mL™ para o acido gélico, 11 ug. mL™ para o &cido cafeico,
18,3 pg. mL™* para o 4cido salicilico e de 0,43 ug. mL™ para o trans-cinamico (SOUZA,
2012).

2.3. Preparacéo dos lipossomos através do método de hidratagdo de vesiculas

As vesiculas multilamelares grandes (MLVS), na auséncia e presenca do
extrato fendlico hidroalcodlico, foram preparadas com 100 mg. mL™ de 1,2 dimiristoil-
sn-glicero-3-fosfocolina — DMPC (Avanti Polar Lipids, INC), através do método de
hidratagdo das vesiculas (DE LIMA et al., 2010; HOPE, 1986) para 0s ensaios de
caracterizacdo da interacdo entre o lipidio e o extrato fendlico. O método de hidratacdo
de vesiculas consistiu basicamente em co-solubilizar a fosfatidilcolina em 1 mL de
cloroformio, evaporar o solvente através de rotaevaporacgdo, eliminar os tragos de
solvente através de dessecacédo a vacuo e hidratar o filme lipidico em 1 mL de tamp&o
tricina/cloreto de magnésio pH 7,4; através de agitacdo em vortex, para formacado das
vesiculas, sendo denominados lipossomos controle. A incorporacao do extrato fenélico
ao sistema lipossomal foi realizada no processo de co-solubilizagdo dos lipidios com
cloroférmio, nas concentracbes de 3% e 8% (p/v) em relacdo ao encapsulante
(ANEXO 9).
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A preparacdo dos lipossomos para o teste antifungico foi realizada com
fosfatidilcolina de soja purificada (MALHEIROS et al., 2010).

2.4. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os ensaios de RMN de H' foram realizados em aparelho NMR Anasazi
Instrument Spectrometer (Indianapdlis, USA) para obtencdo do tempo de relaxacdo
longitudinal (T,), a 25°C, operando a 60 MHz. Os lipossomos na auséncia e presenca
do extrato fendlico foram solubilizados em uma mistura H,0: D,O na razao de 60:40
(v/v) e transferidos para tubos de 5 mm de didmetro. Todos os grupos funcionais
lipidicos foram detectados, usando-se como referéncia o padrdo interno trimetilsilil
propionato (TSP). Os espectros foram adquiridos através de inverséo da recuperagéo
com aquisi¢do de 120 scans. Os valores dos tempos de correlacdo variaram de 0,2 a
102,4 s. O T, foi calculado através do programa computacional NUTS. A
concentracdes de lipidios e de extrato fendlico usados neste experimento foram de

100 mg. mL* e 108 pg. mL™, respectivamente.
2.5. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As amostras (lipidios a 50 mg. mL™ contendo extrato fendlico 134 pg. mL™)
foram analisadas em aparelho TA Instrument 2010 DSC cell (New Castle, DE). As
amostras com massa de aproximadamente 2,0 mg foram depositadas em recipientes
de aluminio apropriados para DSC. Apds selagem dos recipientes, estes foram
submetidos a varreduras efetuadas a uma velocidade de 5 °C min™, comn fluxo de N,
de 50/ 50 mL. min™. A faixa de temperatura usada foi de 10 a 60 °C. A referéncia para
esse ensaio foi um recipiente de aluminio vazio. A calibracéo do aparelho, no que diz
respeito a temperatura e calorimetria, foi realizada com indio. Os valores de variacado
de entalpia (AH) foram calculados a partir da integragao da area sob a curva de DSC,

usando-se 0 programa computacional Software Universal 4.0 C.
2.6. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As amostras (DMPC puro na concentra¢do de 100 mg. mL™, bem como DMPC
na presenga de 100 pL de extrato fendlico na concentragdo de 100 pg. mL™, ambos
hidratados com 1 mL de tampao tricina/cloreto de magnésio pH 7,4) foram depositadas
em um cristal de ATR, e imersas em tampao tricina/cloreto de magnésio pH 7,4. Os
espectros de FTIR (FTIR-ATR, Prestige, 2210045, Japéo) foram obtidos em um
equipamento Shimadzu IR Prestige 21(Kyoto, Japao), através de 45 varreduras a uma
resolucéio de 4 cm™, na faixa de freqiiéncia de 750 a 4000 cm™ (SEVERCAN, SAHIN e
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KAZAN, 2005). Foi avaliado a efeito do extrato fendlico nos valores de freqiiéncia, bem
como na largura (a ¥ do pico) de bandas de estiramento axial de grupos especificos
da colina. S&o estes: o estiramento axial assimétrico do fosfato, na faixa de freqiéncia
de 1260 — 1220 cm™ (v, PO%,); 0 estiramento axial assimétrico da colina, com valor de
freqiiéncia proximo a 970 cm™ (vas N*(CHs)s. 0 estiramento do grupo carbonil, em faixa
de freqiiéncia de 1725 — 1740 cm™ (v, C=0) e os estiramentos axiais simétricos e
assimétricos dos grupos metilénicos presentes na cadeia acil, em freqiéncias em
torno de 2850 cm™ (v,s CH,), respectivamente (MANRIQUE-MORENO et al., 2010;
HEREC et al., 2007).

2.7. Dimensdes médias dos lipossomos

A distribuicdo de tamanho e o di@metro médio dos lipossomos foram
determinados por difragéo a laser usando um Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
UK). As amostras foram dispersas em agua Mili-Q e as anadlises foram realizadas no
modo de obscuracdo entre 10% e 13%. A distribuicdo do tamanho da particula foi
estimada usando o modelo de difragdo de Fraunhofer e foi expressa pelo diametro de
volume equivalente a 10% (d 0,1), 50% (d 0,5) e 90% (d 0,9) de volume acumulado,

respectivamente, assim como didmetro médio do volume equivalente (d 4,3).
2.8. Crio-microscopia eletrénica de transmissao

As amostras foram preparadas para crio-TEM através do congelamento de um
fino filme das dispersbes de lipossomos em etano liquido (-171°C) (DURRIEU et al.,
2004). Em seguida, foram colocadas em um Gatan 626 “cryoholder” resfriado com
nitrogénio liquido e transferidas para o microscépio. As amostras foram observadas a
baixa temperatura (-180°C), usando um microscopio Philips CM200 'Crio' operando a
80 kV. O procedimento de baixa dose foi utilizado para reduzir o dano causado pela
radiagdo nas areas de interesse antes da imagem ser armazenada em filmes Kodak
S0O163.

2.9. Determinagdo do percentual de incorporacdo do extrato fendlico ao

lipossomo

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada de modo indireto pela diferenca
entre a quantidade de extrato fendlico adicionada ao lipossomo e a quantidade de
extrato fenolico ndo encapsulado ao lipossomo.

A determinacéo do teor total de compostos fendlicos adicionado ao lipossomo

foi realizada colocando-se uma aliquota de 0,5 mL de lipossomo com 1 mL de Triton
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0,6%, seguido de homogeneizagdo do material em vortex até a total solubilizagdo do
lipossomo. A quantificacdo desse material foi realizada de acordo com Souza et al.
(2010).

Para a determinacdo do material ndo encapsulado, os lipossomos (0,5 mL)
foram colocados em tubos de centrifuga com 1 mL de acetona e centrifugadas a 3200
X g durante 30 min a 25°C, obtendo-se duas fases. O sobrenadante foi retirado e o
precipitado foi seco a 60°C durante 1 h, até a evaporacdo total do solvente. Esse
material foi ressuspenso em 1 mL de agua destilada e o teor de compostos fendlicos
determinados.

A diferenca entre o total de composto fendlico adicionado e o ndo encapsulado

foi calculada, obtendo-se o percentual de incorporagéo.
2.10. Atividade antifungica

Os fungos usados (Fusarium graminearum s. str. 07Tr2010, 08Tr022 e
08Tr044; Fusarium meridionale 07Cv022) foram obtidos da colecdo do complexo
Fusarium graminearum (Fg) do Laboratério de Epidemiologia de Plantas (UFRGS),
isoladas de grédos de trigo e cevada. Esses quatro isolados fangicos foram
identificados a nivel de espécie do complexo Fg e genotipo tricotecenos (genotipos 15-
AcDON ou NIV) utilizando protocolos descritos em outros artigos (ASTOLFI et al.,
2011; ASTOLFI et al., 2010).

As culturas fangicas foram crescidas em Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)
a 25°C para induzir a esporulagdo e mantidas a 4°C em tubo de ensaio inclinado. O
crescimento dos fungos foi realizado em Agar batata dextrose (ABD) durante 7 dias

para obtencéo dos discos de micélio.

A inibicdo do crescimento micelial foi realizada pelo método de agar diluido, em
meio de cultura apropriado (ABD). Estudos anteriores (PAGNUSSATT et al., 2012)
realizados com extrato fendlico na forma livre permitiram a obtenc&o da concentracao
de fendis necessaria para inibir 50% o crescimento micelial (ICsp). As concentracdes
de extrato fendlico testadas foram de 3% e 8% (v/v) nas formas livre e encapsulada

adicionadas ao meio de cultura, colocados em placas de Petri (10 cm de didmetro).

Apés a inoculagdo dos discos de micélio, as culturas foram incubadas a 25°C,
com fotoperiodo de 12 h e as medidas diarias do didametro das coldnias foram feitas
durante 7 dias. Os valores foram expressos em cm dia™, em quintuplicata. O controle
consistiu em cultivo dos fungos em ABD sem os extratos fendlicos. A porcentagem de

inibicdo crescimento fungico foi calculado de acordo com Nguefack et al. (2004):
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Inibicdo = 100 X ((Halo controle — halo tratamento/ halo controle)) (Equacéo 1)

2.11. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através de analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey (p < 0,05).
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3. Resultados e discusséao
3.1. Perfil de acidos fenélicos

Na Spirulina sp. empregada no estudo, o conteddo de compostos fendlicos foi
de 700 pg de compostos fendlicos. g™, onde sdo esperados como constituintes o acido
galico, caféico, salicilico, trans-cinamico e clorogénico (SOUZA, 2012; COLLA et al.,
2007; PARISI et al., 2009). No entanto, neste estudo foram identificados &cido galico
(728 pg. g*), acido caféico (42 pg. g*), acido salicilico (<LQ) e &acido trans-cinamico

(<LQ) ; fato atribuido as condicbes de cultivo e coleta da microalga.
3.2. Caracterizacgao fisico-quimica e morfol6gica dos lipossomos

A interacdo entre os compostos fenodlicos presentes no extrato de Spirulina sp.
e lipossomos contendo DMPC foram avaliados através das técnicas de FTIR, RMN e
DSC.

3.2.1. Estudo da dindmica molecular

3.2.1.1. Experimentos com FTIR

Os espectros do FTIR demonstraram influéncia do extrato fendlico nos picos
caracteristicos do grupo fosfato e da colina de DMPC (Figura 3), sugerindo um efeito
na regiao polar do lipidio.

—— DMPC
----- DMPC + SPI

25+

20 +

3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de onda (cm™)

Figura 3. Espectro FTIR do lipossomo puro (DMPC) e do extrato fendlico de

Spirulina incorporado ao lipossomo (DMPC + SPI).



81

Os é&cidos fendlicos promoveram a diminuicdo da frequéncia da banda
correspondente ao estiramento assimétrico do grupo fosfato assimétrico lipidico, de
1228,66 para 1222,87 cm™ (Tabela 1). Isto é decorrente do aumento de ligagbes de
hidrogénio entre este grupo e o extrato de Spirulina contendo compostos fendlicos
(MANRIQUE-MORENO et al., 2010). Em relacdo ao grupo colina, foi verificado um
aumento do valor de freqiiéncia da banda apés incorporacdo do extrato fenolico nos
lipossomos, indicando interac8es do tipo dipolo entre o extrato fendlico e a parte polar

do lipidio.

Tabela 1. Deslocamento do valor de freqUéncias (Av) das bandas correspondentes
a grupos funcionais de DMPC na auséncia (DMPC) e presenca de extrato fendlico
(DMPC+ SP).

Grupos DMPC DMPC + SP Av (cm™)
v N* (CHa)3 970,19 972,13 | 1,94]
vPO, 1228,66 1222,87 | 5,79|

3.2.1.2. Medidas de T, obtidas por RMN

Espectros de RMN de 'H foram obtidos para lipossomos puros e contendo
acidos fendlicos (Figura 4). A partir destes espectros foram calculados os valores de T,
dos hidrogénios presentes na regido colina do lipidio, de forma a obterem-se
informagfes sobre o efeito dos fendis na regido polar de DMPC. As curvas que
relacionam sinal x tempo estdo apresentadas na Figura 4. A presenca do extrato
fendlico em lipossomos compostos por DMPC ocasionou um aumento de T, de 'H de
4,6 s para 5,7 s. Isto indica uma reducdo na mobilidade molecular das cadeias polares
do lipidio, considerando o sistema como sendo de mobilidade lenta, induzindo uma
menor interacdo lipidica em membranas de DMPC quando extrato fendlico foi
adicionado (DE LIMA et al., 2007). A reducdo da mobilidade do lipossomo pode estar
associada a reducédo da permeabilidade na regido polar do sistema (CHEN e TRIPP,
2008). Tais informagdes sédo importantes para futuros estudos farmacocinéticos Uteis

no desenvolvimento de novos sistemas de liberacao prolongada de farmacos.
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Figura 4. Valores de T, de 'H para lipossomos na auséncia ( _._) e presencga

(_G_) de extrato fendlico.

3.2.1.3. Avaliagéo de curvas de DSC

A técnica de DSC foi utilizada para investigar o efeito do extrato fendlico no
comportamento termodinamico da regid@o hidrofébica dos lipossomos de DMPC a partir
da obtencdo de medidas de temperatura de transicdo de fase (Tm) bem como da

variagao de entalpia (AH). Tais medidas estdo demonstradas na Tabela 1.

A incorporagdo do extrato fendlico nas membranas lipidicas provocou um
deslocamento do pico de DSC para valores mais baixos de temperatura. Uma reducao
na Tm de DMPC de aproximadamente 1,5°C foi verificada apos a incorporacdo de
extrato fendlico na membrana (Tabela 2). O decréscimo de 0,67 J. g™ no valor de AH
de DMPC quando na presenca do extrato fendlico de Spirulina indicou um aumento na
fluidez membranas de DMPC em relagdo a regido hidrocarboneto da membrana,
corroborando com os dados obtidos pela técnica de difracdo a laser, onde foi
verificada uma diminuicdo no tamanho de particula quando os compostos fendlicos

foram encapsulados.

Os resultados encontrados através das medidas de DSC mostraram que 0s

compostos fendlicos da Spirulina sp. alteraram o comportamento da bicamada lipidica
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e a organizagdo da membrana. O comportamento observado neste estudo, no que diz
respeito a fluidificagdo por acidos fendlicos de Spirulina sp. na regido hidrofébica de
lipossomos de fosfatidilcolina, estdo de acordo com resultados obtidos em estudos
similares com outros compostos fendlicos, tais como os extraidos de alecrim
(Rosmarinus officinalis), quercetina, hesperidina e naringenina (GUTIERREZ et al.,
2003, SAIJA et al., 1995). A fluidificacdo da regido hidrofébica dos lipossomos de
DMPC pela acdo do extrato fendlico poderia aumentar a difusdo do mesmo para o
interior de uma célula fangica, facilitando sua acéo antifingica natural por aumentar
seu poder de atravessar as barreiras da parede e membrana celular. A organizacao
espacial do polimero presente na membrana celular do fungo (ergosterol) pode torna-
la hidrofobica, sugerindo uma maior interagdo entre a parte apolar da membrana
lipossomal e o fungo. ApGs a entrada do lipossomo na parede celular do fungo, o
extrato fendlico, localizado preferencialmente no ndcleo do lipossomo passaria a ser
liberado para atuar como antifangico natural, inibindo o crescimento dos micro-

organismos estudados.

Tabela 2. Influéncia do extrato fendlico na variagcdo da entalpia (AH) e
temperatura de transicéo de fase (Tm) de DMPC

AH (J. g9 Tm (°C)
DMPC -1,39 24,45
DMPC + SP -0,72 22,99
Variacdo |0,67] | 1,46|

DMPC = dimiristoilfosfatidilcolina; SP = extrato fendlico de Spirulina.

Os resultados obtidos através de RMN, DSC, FTIR e difracdo a laser sao
complementares, indicando uma ordenacdo da parte polar da membrana e aumento

da fluidez da cauda apolar em presenca do extrato fendlico.
3.2. Diametro médio e porcentagem de encapsulacado do extrato nos lipossomos

O didametro médio dos lipossomos antes e apds a incorporacdo do extrato
fendlico preparado com fosfatidilcolina padrdo e fosfatidilicolina purificada de soja
foram em torno de 8 ym e 5 ym, respectivamente (Tabela 3). O tamanho de particula
depende de uma série de fatores, sendo que no caso de lipossomos, a técnica de

preparacdo é um dos fatores mais importantes, uma vez que podem ser alcangadas
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amplas variagbes de tamanho, na faixa de nandmetros ou micrometros dependendo
do procedimento utilizado (FREZARD et al., 2005). Neste trabalho, como o objetivo foi
avaliar primeiramente a interacdo do composto fenélico com as membranas lipidicas,
somente a técnica de hidratagcdo das vesiculas foi utilizada, sem nenhum outro
procedimento para diminuicdo ou uniformidade do tamanho das particulas e por isso

0s MLVs obtidos apresentaram valores na faixa de micrometros.

Um dado interessante que pode ser observado é que a incorporacao do extrato
fendlico nos lipossomos com fosfatidilcolina de soja purificada promoveu a reducédo do
tamanho das vesiculas em cerca de 40% (Tabela 3) quando comparado com o
lipossomo produzido com DMPC padrdo. Esta diminuigdo parece estar relacionada a
algum tipo de interacdo dos compostos fendlicos com a bicamada lipidica dos
lipossomos com fosfatidilcolina de soja, que contém 75% de diastearoilfosfatidilcolina
(DSPC), 12% de dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) e 8% de dipalmitopilfosfatidilcolina
(DPPC) (MERTINS et al., 2008, citado por MALHEIROS et al., 2010), uma vez que se
sua fluidez foi aumentada apds a incorporagdo do extrato, a tendéncia sera ocorrer a
formacdo de particulas com menor didmetro. Além disso, a porcentagem de
incorporacgédo do extrato fendlico ao lipossomo com fosafatidilcolina de soja foi de 83%.
Os resultados das analises de DSC apresentadas anteriormente corroboram com este

resultado, pois confirmam o aumento da fluidez da membrana lipossomal.

Tabela 3. Tamanho médio dos lipossomos (um) antes e ap6s a adicdo do extrato

fendlico e porcentagem (%) de extrato fendlico incorporado ao sistema lipossomal

Amostra Tamanho médio Polidispersdo  Quantidade incorporada
(Hm) (%)
Formulacéo 1 8 Alta 75
Formulacéo 2 5 Alta 83

Formulagdo 1: lipossomo obtido com fosfatidilcolina padréo. Formulagdo 2: lipossomo obtido com
fosfatidilcolina de soja purificada.

A presenca do extrato fendlico no lipossomo com fosfatidilcolina de soja
purificada ocasionou maior fluidez resultante da interacdo dos componentes fendlicos
do extrato com o fosfolipidio, conforme mencionado anteriormente. Considerando o
interesse em aplicar estes lipossomos contendo extratos fenélicos como antifngicos,

a fluidez aumentada pode ser interessante para conferir a eficiéncia de acdo. Os
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tamanhos distintos de particula e fluidez favorecem o espalhamento deles pelos
diferentes tecidos vegetais, especialmente no caso daqueles de protecdo que
possuem poros distintos do caule, folhas e flores. Esta facilidade de penetracdo
confere carater sistémico ao material, a exemplo dos fungicidas convencionais (DORS
et al., 2011). Além disso, a possibilidade de utilizar um material encapsulante de baixo

custo pode viabilizar a aplicacdo desse sistema em larga escala.
3.3. Crio Microscopia Eletrénica de Transmissé&o (Crio MET)

Na Figura 5 pode ser visualizada a imagem obtida por Crio MET dos
lipossomos contendo os compostos fendlicos. Como pode ser observado, foram
formados MLVs de diferentes tamanhos e numero de bicamadas. Em fungédo do
tamanho dos espagos de gelo existentes no filme de carbono, onde as amostras se
localizam, somente os lipossomos menores puderam ser observados, e por isso nesta
técnica foram observados tamanhos na faixa de 1 um. No entanto, pode ser

comprovado que os lipossomos neste estudo sdo MLVs.

Figura 5. Crio MET dos lipossomas contendo os compostos fendlicos.
3.5. Atividade antifungica

As concentragBes de extrato fenodlico incorporados aos lipossomos foram
baseadas em estudos anteriores com extrato fendélico na forma livre, com inibicao
média de 69% para os isolados estudados neste trabalho (PAGNUSSATT et al.,
2012b).
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A taxa de crescimento micelial média foi de 1 cm. dia™ para os quatro isolados
fungicos estudados. Nas mesmas condigbes, a taxa de crescimento micelial em
presenca de 3% e 8% de extrato fendlico livre de Spirulina em relagdo ao meio de
cultura foram de 0,63 cm. dia™ e 0,32 cm. dia ™ (Figura 6), indicando uma inibicdo de

37% e 68%, respectivamente.

Em presenca de lipossomo puro, 0s micro-organismos apresentaram uma taxa
de crescimento micelial de 0,32 cm. dia * em média. Ao incorporar 3% do extrato
fendlico ao lipossomo, a taxa de crescimento micelial foi de 0,26 cm. dia *, com
inibicdo da ordem de 72%. Esse resultado foi bem superior ao encontrado com extrato

fendlico livre nessa mesma concentragdo avaliada (37% de inibicao).

Os isolados de Fusarium 08Tr022 e 07Cv022 apresentaram uma taxa de
crescimento micelial de 0,07 cm. dia ™ quando 8% de extrato fendlico foi incorporado
ao lipossomo, indicando um pronunciado efeito fungistatico, uma vez que a inibi¢éo foi
de 92%. Os isolados 08Tr044 e 07Tr210 ndo apresentaram crescimento micelial em
presenca do extrato fendlico incorporado, o que indica um efeito inibidor total. O
principio ativo, ao ser encapsulado e apresentar uma liberacdo mais lenta que o
extrato fendlico livre permitiu um aumento de 1,5 vezes na inibicdo de Fusarium
graminearum, 0 que € bastante promissor para aplicacdo como antifingico natural e
indicando novamente a possibilidade de atuar como agente sistémico para ser
aplicado em vegetais. Por se tratar de um sistema de liberacdo mais lenta, a producéo

de metabdlitos secundarios, as micotoxinas, também poderia ser reduzida.

O extrato fendlico, ao se localizar na parte hidrofilica do lipossomo, reforca a
idéia da existéncia de um sistema de liberacdo mais lento. A fracdo apolar da
membrana, ao apresentar aumento de fluidez em presenca do extrato fendlico, pemite
a entrada do fenol encapsulado de forma mais eficaz na célula do que o fenol em
solucdo. Além disso, os fendis encapsulados ndo sofrem degradacdo hidrolitica ou
oxidativa e por isso se mantem estaveis e ativos por mais tempo, 0 que torna esse
sistema interessante como uma opg¢do para controlar a liberacdo do composto ativo,
necessitando para isso, estabelecer condicbes padronizadas para o processo de

obtencgé&o dos lipossomos.
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Figura 6. Taxa de crescimento micelial (cm dia™) dos micro-organismos do
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placas controle (C), lipossomo (LIPO), extrato fendlico livre (SP) e extrato fendlico
incorporado ao lipossomo (LIPO+SP).

4. CONCLUSAO

O extrato fendlico de Spirulina alterou a dinamica das regides polares e
apolares da fosfatidilcolina, aumentando a fluidez das membranas de DMPC. O maior
efeito antifungico foi observado ao incorporar 8% de extrato fendlico (v/v) ao

lipossomo, com inibic&o superior a 90% contra 74% do extrato livre.
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ARTIGO 4

INIBICAO IN VITRO DA SINTESE DE TRICOTECENOS POR ISOLADOS DO
COMPLEXO Fusarium graminearum POR COMPOSTOS FENOLICOS NATURAIS
ENCAPSULADOS EM LIPOSSOMOS
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Resumo

A aplicagdo de extratos naturais antifingicos na forma encapsulada pode maximizar
seus efeitos, tornando-os mais eficientes para utilizagdo como fungicidas naturais.
Neste trabalho a atividade antifiUngica e antimicotoxigénica de extratos fendlicos de
Spirulina sp. LEB-18 na forma livre e encapsulada, sobre isolados de F. graminearum
foi avaliada. A glicosamina, indicativo de inibicdo da biomassa fungica, foi reduzida de
10,5 mg. g* para 3,8 mg. g* no meio controle e tratado, respectivamente. O
encapsulamento do extrato fendlico aumentou 15 vezes e 6 vezes a inibicdo da
producdo das micotoxinas NIV e 15AcDON pelos isolados de Fusarium meridionale

07Cv022 e Fusarium graminearum s. str. 08Tr022, respectivamente.

Palavras-chave: fungo toxigénico, nivalenol, 15-acetil-deoxinivalenol,

lipossomo, micotoxinas.
1. INTRODUCAO

A contaminacdo fungica em alimentos, além de alterar a qualidade da matriz,
podem causar danos a saude do consumidor se fungos toxigénicos estiverem
presentes (KUMAR et al., 2010). Os fungos toxigénicos mais estudados em cereais
sdo os do género Fusarium, produtores de substancias teratogénicas, neurotdxicas e
imunossupressoras (VAN EGMOND, SCHOTHORST e JONKER, 2007), em especial
Fusarium graminearum e Fusarium meridionale (SAMPIETRO et al., 2012).

A producdo desses compostos toxicos, as micotoxinas, estd muitas vezes
relacionada com o total de biomassa do fungo, cujas condi¢cbes para crescimento e
producdo de micotoxinas podem variar entre as espécies do mesmo género
(BRYDEN, 2012; MAGAN, 2006).

Os tricotecenos sdo um dos principais grupos de micotoxinas produzidas por
Fusarium graminearum e F. culmorum, dentre os quais estao incluidos nivalenol e
deoxinivalenol. A producdo de NIV e DON permite a diferenciacdo de isolados de F.
graminearum em dois grandes grupos quimiotaxondémicos (LEE et al. 2002). Trés tipos
de tricotecenos foram identificados: DON e 3-acetil-deoxinivalenol (quimiotipo 3-
ADON), DON e 15 - acetil-deoxinivalenol (quimiotipo 15-ADON) e NIV e acetilados
derivados (quimiotipo NIV) foram identificados como sendo produzidos por Fusarium
graminearum (GOSWAMI e KISTLER, 2006; O'DONELL et al. 2004; MILLER et al,
1991).
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O uso de fungicidas sintéticos é uma estratégia comum para controle da
contaminacdo fungica e micotoxicoldégica, mas representam risco de toxicidade
residual nas colheitas e seus produtos derivados, resultando em danos crénicos nos
consumidores. Além disso, propiciam a selecdo de individuos resistentes e alteram o
ciclo biolégico do meio ambiente (SRIVASTAVA et al., 2008).

Extratos naturais tem sido muito estudados como alternativas para substituir o
uso de antifingicos sintéticos (SOUZA, ARAUJO e NASCIMENTO, 2007), estando
neste contexto a cianobactéria Spirulina platensis, classificada como GRAS
(“Generally Recognized As Safe”) atribuindo-se a ela (SOUZA et al., 2011; COLLA et
al., 2007) atividade antimicrobiana dada pela presenca de compostos fendlicos.

Para garantir a eficiéncia destas propriedades, os compostos fenélicos podem
ser submetidos a processos de encapsulagéo, incorporando-os em vesiculas lipidicas
ou lipossomos constituidos por fosfolipidios (BATISTA, CARVALHO e MAGALHAES,
2007). Estes sistemas sdo capazes de transportar materiais ativos lipofilicos e
hidrofilicos, protegendo-os dos processos hidroliticos e oxidativos, além de controlar a
liberagdo do principio ativo incorporado, melhorando o efeito biolégico de interesse
(FANG e BHANDARI, 2010). Essas consideragdes nortearam o estudo da atividade
antifingica e antimicotoxigénica de extratos fendlicos de Spirulina sp. LEB-18 na forma

livre e encapsulada sobre isolados de F. graminearum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Producédo de Spirulina sp. LEB-18, secagem, extracdo e quantificagcdo de

compostos fendlicos

A Spirulina sp. LEB-18 foi cultivada em planta piloto localizada em
Santa Vitéria do Palmar/RS com agua da Lagoa Mangueira suplementada com 20%
(v/v) de meio Zarrouk, referido como MLW-S em tanques revestidos com fibras,
agitado por pas, localizados no interior de uma estufa de filme de polietileno
transparente. Ao ser atingida a concentracdo de 1 g. L' as microalgas foram
separadas por filtracdo. A biomassado foi extrusada, seca em secador de bandejas a
50°C durante 5 h, embalada a vacuo e armazenada sob refrigeracdo (MORAIS et al.,
2007).

A biomassa seca foi moida até a granulometria de 32 mesh e os
compostos fendlicos livres extraidos dela com metanol, através da metodologia
proposta por Souza et al. (2010) e quantificados de acordo com o método de Folin-

Ciocalteau, empregando curva padréo de &cido galico (4 a 50 yg. mL™, ANEXO 1).
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2.2. Preparacéo dos lipossomos através do método de hidratacdo de vesiculas

As vesiculas multilamelares grandes (MLVS), na auséncia e presenca do
extrato fendlico, foram preparadas com 100 mg. mL™" de lecitina de soja purificada
(MALHEIROS et al., 2010), através do método de hidratagdo das vesiculas (DE LIMA
et al, 2010; HOPE, 1986). O método de hidratacdo de vesiculas consistiu
basicamente em co-solubilizar a fosfatidilcolina em cloroférmio, evaporar o solvente
através de rotaevaporacéao, eliminar os tracos de solvente através de dessecacdo a
vacuo e hidratar o filme lipidico em tampao tricina/cloreto de magnésio pH 7,4, através
de agitacdo em vértex, para formacédo das vesiculas. O extrato fendlico (3 mL ou 8 mL,
correspondendo a 3% e 8% de &cidos fendlicos incorporado ao lipossomo, v/v) foi
incorporado ao sistema lipossomal empregando processo de co-solubilizacdo dos

lipidios com cloroférmio (ANEXO 9).
2.3. Micro-organismo e condigdes de cultivo de Fusarium spp.

Os isolados de Fusarium utilizados neste trabalho (Fusarium graminearum
sensu stricto 08Tr022, 08Tr022, 07tr2010 e Fusarium meridionale 07Cv022) foram
obtidos da colecdo do complexo Fusarium graminearum (Fg) do Laboratério de
Epidemiologia de Plantas (UFRGS). Foram selecionados 4 isolados purificados que
foram idenificados a nivel de espécie do complexo Fg e tricotecenos (gendtipos
15AcDON ou NIV) utilizando protocolos descritos em outros trabalhos (ASTOLFI et al.,
2011; ASTOLFI et al., 2010).

Os isolados diferiram de acordo com planta hospedeira, espécies filogenéticas
e producéo de tricotecenos. No entanto, as duas estirpes de F. graminearum sensu
stricto foram classificadas como gendétipo 15-Ac-DON e F. meridionale como genétipo

NI, sendo analises moleculares.

As culturas foram inoculadas em Spezieller Nahrsotoffarmer Agar (SNA) a 25°C

para induzir a esporulacdo e mantidas a 4°C em tubo de ensaio inclinado.

O cultivo dos fungos foi realizado em agar batata dextrose (ABD) a 25°C com

fotoperiodo de 12 h durante 7 dias para a obtenc¢éo dos discos de micélio.
2.4. Atividade antifungica

A atividade antifingica foi avaliada pela adicdo de duas concentragbes pré-
determinadas, de 3% (v/v) e 8% (v/v) de extrato fendlico na forma livre e encapsulada,
baseada na concentracdo necessaria para reduzir em 50% o crescimento micelial em
meio ABD (PAGNUSSATT et al., 2012b). Os compostos fendlicos foram adicionados a
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uma temperatura de 35 - 40°C na forma livre e apés incorporagéo ao lipossomo e, em
seguida, vertida em placas de Petri (10 cm de diametro).

Discos de micélio (1,1 cm de diametro) foram inoculados logo apés a
solidificacdo do meio, no centro de cada placa de Petri. As culturas foram incubadas a
25°C e ao final do 7° dia as placas foram congeladas para posterior determinacédo do

conteudo de glicosamina e producéo de tricotecenos.
2.5. Conteudo de glicosamina

Para 1 g de biomassa seca foram adicionados 5 mL de HCI 6 M e a mistura
aguecida a 100°C por 40 min. Em seguida, o hidrolisado foi neutralizado com solucdo
de NaOH 3 M e titulado com KHSO,4 1% (p/v). O teor de glicosamina foi quantificado
pelo método colorimétrico utilizando reagente de Erlich (2.67 g DAB - p-
dimetilaminobenzaldeido dissolvido em 15 mL de etanol e 15 mL de &cido cloridrico) e
a absorvancia medida a 530 nm através de uma curva analitica (0,01 a 0,2 g. L™
(SOUZA et al., 2011) (anexo 2).

2.6. Determinacéo de tricotecenos

A extracdo dos tricotecenos foi realizada pelo método QUEChERS, conforme
descrito por Zachariasova et al. (2010). Primeiramente, 4 g de uma amostra
representativa foram homogeneizadas com 7,5 mL 0,1% (v/v) de acido féormico e 10
mL de acetonitrila, sendo a mistura agitada vigorosamente em vortex por 3 min. Apos
a adicdo de 1 g de NaCl e 4 g de MgSO,, a mistura foi agitada e centrifugada (5 min,
3220 x g), sendo 1 mL do sobrenadante evaporado em N, e ressuspenso em 1 mL de
acetonitrila grau HPLC (J.T.Baker) no momento da analise cromatogréfica (anexo 7).

A quantificacdo das micotoxinas nivalenol (NI1V), deoxinivalenol (DON), 3-acetil-
deoxinivalenol (3Ac-DON) e 15-acetil-deoxinivalenol (15-Ac-DON) nas amostras foi
realizada usando padronizacdo externa. Os padrdes adquiridos da Sigma Chemicals
Co® foram diluidos em solugdes de forma a conter 20 ug mL™* de padrdo para
estabelecimento da curva analitica.

A amostra foi injetada em HPLC equipado com detector UV-Visivel e de
fluorescéncia 10AXL e coluna Discovery® Bio Wide Pore (C18, 25 cm x 4,6 mm, 10
pm, Supelco). O comprimento de onda utilizada no detector UV foi de 219 nm para
NIV, DON, 15-Ac-Don e 3-Ac-Don. Os comprimentos de onda empregados no detector
de fluorescéncia foram 270 nm e 455 nm, respectivamente para emissado e excitacao
de ZEA. A fase movel foi dgua (A): metanol (B), no modo gradiente, iniciando com

88% A e 12% B durante 8 min. A partir dos 9 min até 18 min, a concentracéo de B foi
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aumentando para 100%. Em 19 min o gradiente retornou para 88% A e 12% B até 27
min. O fluxo foi de 20 pL. min™*, com volume de injegdo de 20 pL.

3.Resultados e Discussao
3.1. Atividade antifangica

Os isolados utilizados neste trabalho foram obtidos de gréaos de trigo ou cevada
e classificados de acordo com a quimiotipagem (ASTOLFI et al., 2011) em produtores
de NIV ou 15-Ac-DON, o que indica a susceptiblidade especifica de cada isolado a
acdo do extrato fendlico aplicado na forma livre ou encapsulada. A glicosamina,
composto encontrado na parede celular de fungos, € um indicativo de inibicdo que
permite determinar a quantidade de biomassa (GKARGKAS et al., 2004).

O extrato fendlico aplicado como antifingico na forma livre apresentou
capacidade inibitéria variada para cada micro-organismo estudado, sendo o efeito
mais pronunciado verificado no isolado F. graminearum 07Tr210, com valor maximo

de inibicdo de 64% na maior concentracdo aplicada (8%, v/v).

Tabela 1. Producdo de glicosamina (mg. g*) no meio controle, tratado com extrato

fendlico livre e encapsulado

Isolado fangico

Amostra
07Tr210 08Tr022 07Cv022 08Tr044

Controle 10,5 (¥0,36)° 17,7 (x0,53)2 19,2 (+0,05)2 11,0 (x0,19)*

EF 8% 3,8(+0,07) 13,6 (+0,04)° 19,8 (+1,76)2 10,4 (+0,95)™

EF 3% 4,4 (0,10  6,9(x0,18)" 17,8 (x0,20)2 12,2 (+0,05)?
Lipossomo 5,6 (x0,25)° 11,5 (+0,11)° 14,9 (¥0,31)° 9,5 (¢0,28)°

EF 8% encapsulado 14,8 (1,152  6,1(x0,06)° 13,1 (¥0,09)° 11,7 (0,36)*
EF 3% encapsulado 8,9 (+0,48)" 5,8 (¥0,05)° 9,1 (+0,19)° 5,6 (+0,23)"

Valores médios de ensaios realizados em triplicata + desvio padréo. Letras iguais indicam que ndo ha
diferencgas estatisticamente significativas (p> 0,05).
O isolado de F. graminearum 08Tr022 foi o mais sensivel a presenca do extrato

fendlico na forma encapsulada, sendo a producdo de biomassa reduzida de 11,5

mgg-

! na placa contendo o lipossomo puro para 5,8 mg. g* na placa com extrato
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fendlico encapsulado (3%, v/v), indicando uma atividade inibitoria de 50%. Os isolados
F. meridionale 07Cv022 e F. graminearum 08Tr044 foram inibidos pela menor
concentracd@o de extrato fendlico encapsulado (3%, v/v), em média 38%.

A inibicdo da producéo de glicosamina pela biomassa fungica demonstra que a
aplicacdo dos extratos fenodlicos na forma encapsulada potencializou o efeito
antifingico dos extratos fendlicos, sugerindo a possibilidade de aplicacdo em cultivos
com efeito sistémico otimizado.

Outros indicativos de inibicdo de formacdo de membrana celular ou de
catabolismo também s&o importantes para a comprovacdo do efeito fungistatico
(DAMBOLENA et al., 2012) apresentado pelo extrato fendlico incorporado ao
lipossomo e serdo realizados posteriormente para permitir a aplicacdo deles de forma

mais eficiente e segura.
3.2. Atividade antimicotoxigénica

O uso de fungicidas sintéticos proporciona um controle efetivo do crescimento
fungico, entretanto, pode favorecer a formacdo de metabdlitos secundarios téxicos
(DORS et al., 2011). Em fungdo disso, a producdo de micotoxinas pelos isolados
fungicos nos diferentes tratamentos deste estudo foi determinada.

Tabela 2. Producdo de nivalenol (NIV) pelos isolados F. meridionale 07Tr210 e F.
meridionale 07Cv022 no controle e tratados com extratos fenodlicos na forma livre e

encapsulada

NIV (ug. g%
Amostra
07Tr210 07Cv022

Controle 30,21 (+3,02)* 59,75 (+14,24)*
EF 8% 0,60 (+0,29)° 14,57 (+3,54)5°¢

EF 3% 1,00 (+0,45)¢ 7,62 (+0,25)5¢
Lipossomo 10,06 (+2,42)" 19,26 (+4,29)"

EF 8% encaspulado 2,74 (x0,23)° 0,10 (x0,00)°
EF 3% encapsulado 3,96 (+0,29)° 8,55 (+2,60)5¢

EF= extrato fendlico. Valores médios de ensaios realizados em triplicata + desvio padrdo. Letras

ou numeros iguais na mesma coluna indicam que nédo houve diferenca estatistica (p> 0,05).
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A recuperacdo do método empregado para determinacdo dos tricotecenos foi
de 122% +2% e 106% +13% para nivalenol, deoxinivalenol e acetilados,
respectivamente. Em fung&o da existéncia do efeito matriz, os teores determinados de
micotoxinas foram corrigidos.

Cada rota metabdlica requer a expressdo de uma proteina transportadora e
uma rede de genes regulatérios e cada quimiotipo codifica proteinas especificas. A
sintese dos tricotecenos compreende a ciclizacdo do anel sesquiterpeno, catalizada
pela enzima tricodieno sintase, seguida de oito oxigenacdes e quatro esterificacbes.
Essa sequéncia leva a formacdo das estruturas basicas como DON, NIV e seus
acetilados (GARDA et al., 2010). Os isolados utilizados neste trabalho, classificados
como quimiotipo NIV ou 15AcDON (ASTOLFI et al., 2010) foram sensiveis ao efeito
dos inibidores em algum ponto desta rota, possivelmente pela complexagdo da

proteina transportadora com o composto fendélico.

Tabela 3. Produgéo de DON e acetilados (15AcDON e3AcDON) pelos isolados
F. graminearum 08Tr022 e F. graminearum 08Tr044 no controle e tratados com

extratos fendlicos na forma livre e encapsulada

08Tr022 (ug. g™) 08Tr044 (ug g™b)
Amostras 15Ac 3Ac 15Ac 3Ac
DON DON

DON DON DON DON

1,91 28,62 8,08 1,30 34,46 1,56
Controle 5 a 5 c b s
(x0,1)% (x0,1) (x0,9) (0,3) (3,0 (x0,3)

2,06 6,14 1,37 1,34 7,43 6,80
EF 8% B b 34 C b 2
(x0,1) (x0,1)°  (¢0,01)* (0,2) (+1,9) (+1,0)

1,59 6,35 1,39 1,67 6,84 1,67
EF 3% B b 3,4 C b 3
(x0,1) (x0,2) (x0,1)% (x0,3) (+1,0) (x0,4)

, 1,82 22,4 18,43 10,7 353,51 9,29
Lipossomo 8 a 1 A a 1
(x0,4) (8,2) (+2,2) (x0,8) (+32,9) (x0,2)

EF 8% 2,86 ND ND 3,243 29,846 ND
encaspulado (+0,2)* (x0,0) (x0,0) (+0,4)° (+0,6)" (x0,0)
EF 3% 0,74 20,89 4,25 1,28 26,33 1,56
encapsulado (+0,1)¢ (+2,9) (+1,4)° (+0,4)° +4,3)° (+0,1)°

EF= extrato fenolico. Valores médios de ensaios realizados em triplicata + desvio padrdo. Letras

ou nimeros iguais na mesma coluna indicam que nao houve diferenga estatistica (p> 0,05).

O isolado F. meridionale 07Tr210 , identificado como produtor de nivalenol foi

inibido pelo extrato fendlico livre aplicado no teste antifungico, com valores de 30,24
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ug. g 0,60 pg. g e 1,00 ug. g* para a placa controle, extrato fendlico 8% (v/v) e
extrato fendlico 3% (v/v), respectivamente (Tabela 2). Este isolado em presenca do
extrato fendlico 8% (v/v) encapsulado produziu 2,74 pg. g*, enquanto que no
lipossomo puro foi verificada uma producéo de NIV de valor de 23,4 ug. g™.

F. meridionale 07Cv022 também teve a producdo de NIV inibida (Tabela 2).
Neste caso, cabe salientar que ndo houve producdo desta micotoxina em presenca do
extrato fenolico (8%, v/v) encapsulado, o que indica a inibicdo completa da producéo

deste tricoteceno.

A aplicacdo do extrato fendlico na forma livre ndo foi tdo eficiente para inibir a
producdo de 3 Ac-Don. Os resultados obtidos apds o encapsulamento do extrato
fendlico foram bastante interessantes, pois ndo houve produgéo da micotoxina apés o

encapsulamento de extrato fendlico (8% v/v).

A aplicagéo do extrato fenolico na forma livre resultou numa produgcdo média de
7 ug. g* de 15Ac-DON, valor bastante inferior ao controle, 31 pg. g* em média para
Fusarium 08Tr022 e 08Tr044 (Tabela 3). A forma encapsulada do extrato fendlico
inibiu a producédo de 15Ac-DON levando a niveis ndo detectaveis, o que indica que o
extrato fendlico inibiu a sintese na etapa de acetilacdo do anel tricotecanico. Além
disso, ficou evidenciada a vantagem de utilizar um sistema que permite a liberacdo do
principio ativo de forma gradativa no meio de cultura. O extrato fendlico livre ndo inibiu

a producdo de DON pelos isolados de F. graminearum.
3.3. Relagao entre o crescimento fungico e a produgcdo de micotoxinas

Para demonstrar a relacdo de biomassa e ocorréncia da micotoxina, estes
dados foram relacionados com produgéo especifica, ou seja, pg de tricoteceno g de
biomassa™®, apresentando uma correlagdo de Pearson de 0,961. A producéo
especifica de NIV apresentou valores que variaram de 1,3 pg. g de biomassa™ a 0,02
Hg. g de biomassa® no controle (lipossomo) e no tratado com extrato fendlico

encapsulado (Figura 1).

F. meridionale 07Tr2010 apresentou producdo especifica de NIV de 1,8; 0,41 e
0,19 pg de tricoteceno. g de biomassa™ nas placas controle e com adi¢do de 3% e 8%
de extrato fendlico ao lipossomo (v/v), respectivamente. A producdo especifica de
15Ac-DON por F. graminearum s.str. 08Tr044 em presenca do lipossomo contendo o
extrato fendlico foi 12 vezes inferior em média a sua producao especifica no

experimento controle.
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Figura 1. Relacdo entre a producéo de glicosamina (mg glicosamina g fungo™) e
producéo de nivalenol (ug NIV g fungo™) pelo F.meridionale 07Cv022 em presenca
dos extratos fendlicos na forma encapsulada. LIPO: experimento controle, EF3%LIPO:
extrato fendlico incorporado ao lipossomo na concentragcdo de 3% (v/v), EF8%LIPO: extrato fendlico
incorporado ao lipossomo na concentragédo de 8% (v/v).

Esse comportamento sugere que a utilizacdo de substancias naturais como
antifingico pode ser viavel também do ponto de vista de diminuicdo do risco de
ocorréncia do efeito estressor na espécie toxigénica, visto que o extrato fendélico ndo
estaria causando estresse ao fungo pela reducdo da disponibilidade de nutrientes,

como acontece com os fungicidas quimicos.

A relacdo verificada neste estudo entre a producdo de glicosamina e a
producdo de micotoxinas também foi observada por outros autores. Entre eles, pode-
se citar o estudo de Abramson et al. (1998), que verificaram uma correlagdo positiva
entre a producdo de DON e o crescimento fangico, determinado através do contetdo
de ergosterol na biomassa, quando trigo foi inoculado com Fusarium graminearum. Em
contrapartida, Mugrabi- de- Kupler et al. (2011), ndo constataram correlagdo entre
ergosterol e DON em arroz inoculado com outra isolado de Fusarium.

Nossos resultados sdo promissores e demonstram que 0 encapsulamento
potencializa o efeito do principio ativo como antifingico natural, pois as rotas
metabdlicas sdo semelhantes para a producgéo de todos os tricotecenos nas diferentes
espécies produtoras do complexo Fusarium. A partir dos resultados de inibicdo da

producdo de micotoxinas pelos compostos fendlicos extraidos de Spirulina, a
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aplicacdo dessas substancias nas fases susceptiveis e formacdo dos graos sera

realizada, verificando o efeito desse antifingico em testes in vivo.
4. CONCLUSAO

O extrato fendlico pode ser utilizado como antifingico natural, pois inibiu em
média a producéo de biomassa dos isolados de Fusarium em até 63%. A producéo de
NIV e 15-AcDON pelos isolados de Fusarium meridionale e Fusarium graminearum foi
reduzida em até 89% e 77"%, respectivamente, ambos com o uso do extrato fendlico
livre.

A aplicacdo do extrato fendlico incorporado ao lipossomo ocasionou uma
inibicdo de até 66% na producdo de NIV e 15AcDON para os isolados 730-10 e C-4,
respectivamente. Inibicdo total da producdo de NIV e 15Ac-DON foi verificada nos
isolados 46C-1 e B-8, respectivamente.

Correlacdo positiva foi observada entre a inibicdo da producédo de biomassa e

de micotoxinas para a maioria dos isolados avaliados.
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5. CONCLUSAO GERAL

Compostos fendlicos extraidos de Spirulina sp. LEB-18 apresentaram atividade
antifingica contra os isolados de Fusarium graminearum quando aplicadas ao meio de
cultura em concentracbes na ordem de 3% a 8% (p/p) necessarios para atingir o ICsg.
Paralelo a esta inibicdo, ocorreu a diminuicdo de 6 e 7 vezes (em média) a atividade
de amilases e proteases na biomassa flungica. A glicosamina foi o indicativo de
inibicdo que melhor representou o efeito das diferentes concentracbes de extrato

fendlico sobre a inibicdo do crescimento dos isolados de Fusarium graminearum.

Os acidos fendlicos extraidos de Spirulina, bem como o acido galico foram os
componentes mais ativos na reducdo do teor de glicosamina, atividade de amilase e
producdo de micotoxinas, com inibicdo média de 40%, 62% e 68%, respectivamente.

O extrato fendlico de Spirulina ao ser incorporado no sistema lipossomal alterou a
dindmica das regifes polares e apolares da fosfatidilcolina (DMPC), aumentando a
fluidez das membranas de DMPC. O maior efeito antifingico foi observado ao
incorporar 8% de extrato fendlico (v/v) ao lipossomo, resultando numa inibi¢cdo superior

a 90% contra 74% ocasionada pelo extrato livre.

A producédo de NIV foi reduzida em até 89%, enquanto que a producdo de 15-
AcDON sofreu uma reducéo de até 77%, ambos com o uso do extrato fendlico livre,
indicando que esse antifungico natural também inibiu a producéo de tricotecenos

A aplicacdo do extrato fendlico incorporado ao lipossomo ocasionou uma inibicéo
de até 66% na producdo de NIV e 15AcDON para os isolados 730-10 e C-4,
respectivamente. Inibicdo total da producdo de NIV e 15Ac-DON foi verificada nos
isolados 46C-1 e B-8, respectivamente. Correlacdo positiva foi observada entre a

inibicdo da producgéo de biomassa e de micotoxinas pela maioria dos isolados.
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6. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Padronizar o método de obtencdo de lipossomos para reduzir o
tamanho da particula.

Preparar e caracterizar outros sistemas carreadores contendo extrato
fendlico e compara-los com os lipossomos quanto a acgdo antifungica e
antimicotoxigénica.

Verificar na planta o efeito do extrato fendlico no controle do

crescimento fungico e producado de toxinas por Fusarium graminearum.
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ANEXO 1
Determinacéo de compostos fendélicos sollveis em microalgas

1) Extragéo

Pesar 6 g de microalga e adicionar 20 g de metanol. Agitar a temperatura
ambiente em mesa orbital por 1h em rotacdo nimero 9. Interromper a agitacdo por 15
min e reiniciar, apds a adicdo de 20 mL de metanol, durante 1 h e 30 min. Centrifugar
e filtrar o extrato. Evaporar o solvente em rotaevaporador (60°C). Ressuspender em 20
ml de agua estérial, sonicando o baldo de fundo chato até remover todo o extrato da
parede do baldo. Clarificar o extrato com 10 mL de hidréxido de bario 0,1 M e 10 mL
de sulfato de zinco 5%, deixar em repouso por 30 min; caso nao clarifique, centrifugar
e filtrar o extrato, repetindo o procedimento de clarificacdo. Filtrar 2 amostras para
baldo volumétrico de 50 mL, completando o volume com agua destilada estéril. Filtrar
0 extrato a vacuo com membrana estéril para um kitassato autoclavado.

OBS: para cada 2 amostras extraidas com metanol, concentrar num baldo
volumétrico de 50 ml.

PARA A INCORPORACAO DO EXTRATO FENOLICO AO LIPOSSOMO,
APOS A EXTRACAO PASSA-SE DIRETAMENTE PARA A FASE DE
CLARIFICACAO, OBTENDO-SE AO FINAL UM EXTRATO METANOLICO AO INVES
DE UM EXTRATO AQUOSO.

2) Quantificacao dos fendis livres
Tubo Extrato Agua (mL) Sol. Alcalina
amostra (mL) (mL)
0 1,0 4,5
2 0,5 0,5 4,5

Deixar 15 minutos em banho-maria a 40 °C;

Em seguida, adicionar a cada tubo 0,5 mL de Folin 1:3 e deixar em repouso por
10 min a T ambiente. Ler as amostras a 750 nm.

3) REAGENTES:

Solucdo alcalina: mistura das solugbes Na,CO;z; 4%, CuSO,; 2% e tartarato
duplo de sdédio e potassio 4% na proporcédo 100:1:1. Filtrar a solucdo de carbonato
antes de adicionar o tartarato e o sulfato.

4) Curva padréo de acido galico (ug mL™):

Solucéo estoque: 300 ug/ mL (0,3 mg mL™), em &gua.
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ANEXO 2
Determinacédo de glicosamina

1) Extragéo

o Secar as placas em estufa a 65°C até a biomassa estiver seca;

o Raspar a biomassa seca e pesar aproximadamente 0,2g em tubo com rosca;
. Adicionar 5 mL de HCI 6M;

. Levar os tubos em banho Maria a 100°C/40 min;

o Esfriar e filtrar o contetido dos tubos para baldo de 5 mL, lavando o tubo com

agua destilada e completando o volume do baléo;

o Transferir 2 mL do filtrado para baldo de 25mL e adicionar 1 gota de solucéo
alcodlica de fenolftaleina 0,5%;

o Titular com NaOH 3N até ficar rosa;

o Titular (titulagéo reversa) com KHSO, 1% até o desaparecimento da coloragdo
résea (fica a cor amarela);

o Completar o volume com agua destilada

2) Quantificacéo
o Adicionar em tubo de ensaio 3 mL de extrato + 1mL de solucéo acetilacetona
(preparada no dia);

o 100°C/20 min (banho-maria), esfriar

o Adicionar 4mL de etanol + 1mL reagente de Erlish
o 65°C/10 min (estufa)

o Esfriar em banho de gelo

o Ler a 530 nm

3) Curva padrao

Y= 0,0412 x (ug mL™). Solucéo estoque: 0,1 mg mL™
4) Solucdes

HCI 6M: solucdo alcodlica de fenolftaleina 0,5%; NaOH 3N, KHSO, 1%, solugéo
acetilacetona (1mL acetilacetona + 50 mL de Na,CO3; 0,5N), reagente de Erlish: 2,679
(25a)+ 15mL de HCI concentrado+ 15 mL de etanol P.A, colocar em baldo de 50mL e

completar com agua destilada.
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ANEXO 3

Determinacédo de ergosterol

1) Extragéo

Secar as placas em estufa a 65°C até a biomassa estiver seca.

Raspar a biomassa seca e pesar aproximadamente 0,1 g erlenmeyer. Adicionar
10 mL de metanol e agitar em agitador orbital a 200 rpm por 30 minutos. A fracéo
metandlica foi separada e ao residuo da biomassa fungica foram adicionados mais 10
mL de metanol seguindo-se mais 20 minutos de agitacdo. Os sobrenadantes
metandlicos foram homogeneizados e centrifugados a 5000 rpm a 20°C por 10
minutos. Ao sobrenadante da mistura centrifugada foram adicionados 20 mL de
KOH/metanol, aquecido sob refluxo por 30 minutos e resfriado a 4°C. A mistura
refluxada foi submetida a quatro particbes com 20 mL de hexano. As fragcbes

hexanicas foram homogeneizadas e evaporadas em rotaevaporador a 60°C e 40 rpm.

2) Quantificacdo
Dissolver o residuo com 10 mL de metanol e ler em 283 nm.

3) Curva padréo y = 0,057 x (ug mL™). Solucéo estoque: 0,3 mg mL™
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ANEXO 4
Extracdo e quantificacdo de amilase

1) Curva padréo de amido y=5,3497x (mg ml™). Concentracéo da solucdo de
amido: 1 mg mL™.
2) Preparo da amostra

Congelar as placas antes do uso. Colocar todo o contetdo da placa em tubo
de centrifuga, anotando o peso.
3) Extracdo

Adicionar 10 mL de NaCl 0,9%, colocar em banho ultrassénico durante 30 min.
Adicionar mais 10 mL de NaCl 0,9% por 10 min no ultrassom. Centrifugar a 5000g/ 4
°C/ 20 min. Filtrar e anotar o volume do filtrado.

4) Quantificacao

Reacéo Tempo zero Branco

0,1 mL amido + 0,25 ml tampéo + 0,25 = =

mL agua
5 min/ 50 °C = =
1 mL extrato 0,5 mL HCI 1mi
agua
5 min/ 50 °C
0,5 mL HCI 1mL 0,5mL
extrato HCI

0,1 mL iodo + 7,8 mL agua = =

Esperar 15 min e ler em 620 nm

5) Reagentes

NaCl 0,9%, amido 0,5%, tampéo citrato pH 5,0, HCI 1N, lodo 0,3% iodo
metalico em 3% de iodeto de potassio (pesar o iodeto, adicionar 50 mL de &agua
destilada, adicionar o iodo, deixar no escuro por 12 horas e completar o volume para
100 mL com &gua).
6) Quantificacao da proteina soluvel

Curva padréo de albumina y = 4,6513 x (mg mL™). Concentrac&o da solucéo de

albumina: 2,5 mg mL™.
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Adicionar 0,5 mL de extrato e 4,5 mL da mistura X. Esperar 10 minutos.
Adicionar 1 mL de Folin (1:2). Agitar e deixar em repouso por 30 min. Ler no
comprimento de onda de 660 nm.

Solucgdes:

Solucao de tartarato duplo de sdédio e potassio: pesar 1.625g e diluir em 100mL
de agua.

Solucdo de sulfato de cobre: pesar 0,0625 g e diluir em 100mL de agua
destilada recentemente fervida e resfriada.

Solucao de carbonato de sédio: pesar 6,25 g de carbonato de sodio e diluir em
250 mL de &gua destilada recentemente fervida e resfriada (jA fazer o dobro de
solucdo). Mistura X: pela ordem: 1 mL de solugdo de sulfato de cobre + 1 mL de
solucdo de tartarato duplo de potassio + 348 mL carbonato de sédio. Utilizar pipeta de
1 mL e colocar essas quantidades em proveta para completar com carbonato.

Armazenar em geladeira;
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ANEXO 5
Extracdo e quantificacdo de protease

1) Curva padro de tirosina y = 4,6153 x (mg mL™). Concentracdo da solucdo de
tirosina: 1 mg mL™.
2) Preparo da amostra
Congelar as placas antes do uso. Colocar todo o contetdo da placa em tubo
de centrifuga, anotando o peso.
3) Extracdo
Adicionar 10 mL de NaCl 0,9%, colocar em banho ultrassénico durante 30 min.
Adicionar mais 10 mL de NaCl 0,9% por 10 min no ultrassom.
Centrifugar a 5000g/ 4 °C/ 20 min. Filtrar e anotar o volume do filtrado.

4) Quantificacao

Reacéo Tempo zero Branco
2,5 mL de albumina 2,5mL de 2,5mL de
albumina albumina
5 min/ 47 °C = =
2 mL extrato 5mL TCA 2 ml &gua
5 min/ 47 °C
5mL TCA 2 mL extrato 5mL TCA

Centrifugar 5000 rpm/5min/4°C

Recolher 3 mL do sobrenadante e transferir para outro tubo de centrifuga de 25
mL. Adicionar em cada tubo 6 mL de NaOH e 1 mL de Folin (1:2). Deixar em repouso
por 10 min e ler a 660 nm. Se necessario, centrifugar antes da leitura.
5) Reagentes

NaCl 0,9%, albumina 0,5, acido tricloroacético (TCA) 10%, NaOH 1M, Folin 1:2.
6) Quantificacdo da proteina soluvel

Curva padréo de albumina y = 4,6513 x (mg mL™). Concentrac&o da solucéo de
albumina: 2,5 mg mL™.

Adicionar 0,5 mL de extrato e 4,5 mL da mistura X. Esperar 10 minutos.
Adicionar 1 mL de Folin (1:2). Agitar e deixar em repouso por 30 min. Ler no
comprimento de onda de 660 nm.

Solucgdes:
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Solucgéo de tartarato duplo de sédio e potéssio: pesar 1.625g e diluir em 100mL
de 4gua. Armazenar em geladeira;

Solugédo de sulfato de cobre: pesar 0,0625 g e diluir em 100mL de agua
destilada recentemente fervida e resfriada. Armazenar em geladeira;

Solucao de carbonato de sédio: pesar 6,25 g de carbonato de sodio e diluir em
250 mL de &gua destilada recentemente fervida e resfriada (jA fazer o dobro de
solucdo). Armazenar em geladeira;

Mistura X: pela ordem: 1 mL de solucdo de sulfato de cobre + 1 mL de solu¢éo
de tartarato duplo de potassio + 348 mL carbonato de sodio. Utilizar pipeta de 1 mL e
colocar essas quantidades em proveta para completar com carbonato. Armazenar em

geladeira;
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ANEXO 6
Extracdo e quantificacdo de lipase

1) Preparo da amostra:

Transferir o conteldo do fungo que esta na placa para um tubo de centrifuga,
pesando o tubo antes e depois de colocar a biomassa Umida.

2) Extracdo

Adicionar ao tubo de centrifuga 10 mL de tampéao fosfato pH 7 5 mM NaCl 0,9% e
colocar no ultrassom por 30 min a 37°C. Centrifugar durante 5 min/ 5000 rpm/ 4°C e
filtrar.

3) Determinacao da atividade lipolitica

Adicionar em erlenmeyer, 5 mL da emulsédo, 1 mL de tampédo e 2 mL de extrato.
Colocar em agitador orbital (agitagéo 8) por 30 min a 37°C. Parar a reagcdo com 15 mL
de acetona:etanol (1:1). Colocar 3 gotas de indicador fenolftaleina e titular com NaOH
0,05M. Fazer um branco com agua no lugar do extrato.

4) Reagentes:

Emulséo azeite de oliva: SDS 10% (1:3), tampéo fosfato p7 5 mM (preparar o
0,2 M e diluir), acetona: etanol (1:1), fenolftaleina, NaOH 0,05 N.

5) Quantificacdo da proteina soluvel

Curva padréo de albumina y = 4,6513 x (mg mL™). Concentracédo da solucéo de
albumina: 2,5 mg mL™.

Adicionar 0,5 mL de extrato e 4,5 mL da mistura X. Esperar 10 minutos.
Adicionar 1 mL de Folin (1:2). Agitar e deixar em repouso por 30 min. Ler no
comprimento de onda de 660 nm.

Solugdes:

Solugéo de tartarato duplo de sodio e potassio: pesar 1.625g e diluir em 100mL
de agua.

Solugédo de sulfato de cobre: pesar 0,0625 g e diluir em 100mL de agua
destilada recentemente fervida e resfriada.

Solugéo de carbonato de sddio: pesar 6,25 g de carbonato de sodio e diluir em
250 mL de agua destilada recentemente fervida e resfriada (ja fazer o dobro de
solugdo). Mistura X: pela ordem: 1 mL de solugcédo de sulfato de cobre + 1 mL de
solucao de tartarato duplo de potassio + 348 mL carbonato de sédio. Utilizar pipeta de
1 mL e colocar essas quantidades em proveta para completar com carbonato.

Armazenar em geladeira.



137

ANEXO 7

Extracdo e quantificacdo de tricotecenos

1) Extracao

Pesar 4 g amostra e adicionar 7,5 mL &cido férmico 0,1% e 10 ml acetonitrila
em tubo de centrifuga de 25 ml. Agitar em vortex por 3 min. Adicionar 1 g NaCle 4 g
Mg SO, (ou 8 g Mg S0O,4.7H,0). Agitar em vortex por 3 min. Centrifugar 10 min/ 5000
rpm. (Nessa etapa formou 3 fases, recolher a fase superior (1 mL) e transferir para
frasco ambar. Secar em banho-maria a 60°C.

2) Quantificagédo

Ressuspender em 1,0 ml de acetonitrila no momento do uso, sonicar e passar
para eppendorf. Centrifugar antes de injetar no HPLC.

CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Coluna: C18, Supelco, 25 cm x 4,6 mm, 10 ym (fendis). Modo gradiente:

Tempo (min) Modo Fase movel [ ] Fase movel
0,01 Pumps C Conc 12% MeOH
0,01 Controller Start -

8 Pumps C conc 12% MeOH
9 Pumps C conc 100% MeOH
18 Pumps C Conc 100% MeOH
19 Pumps C conc 12% MeOH
27 Pumps C conc 12% MeOH
27 Controller Stop -

Fluxo: 1 ml/min, tempo de corrida; 27 min, detector A: comprimento de onda

219 nm, detector B: emissdo: 455 nm excitacdo: 270 nm

Curvas: y= ax +b (HPLC/UV/VIS)

Y=ax + b (ug/ml) A b R? R RSD
ZEA 1.361.441 8.814.926 0,99 0,99 7,88
NIV 9.862.711 1.800.965 0,99 0,99 20,54
DON 3.080.811 -3.326.135 0,99 0,99 4,96

3 e 15-ADON 3.511.823 -3.255.245 0,998 0,99 20,38
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ANEXO 8
Indicativos de inibicdo: glicosamina, ergosterol, amilase, protease e lipase

Tabela Glicosamina
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Tabela ergosterol
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Tabela amilase
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Tabela protease
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Tabela lipase
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ANEXO 9
Obtencéo dos lipossomos (vesiculas multilamelares grandes)
1) Lipidios:

DMPC:1,2 dimiristoil — sn- glicero — 3- fosfocolina (Avandi Polar Lipids): usado
para as analises de caracteriza¢do fisico-quimica e morfoldgica

Lecitina de soja: usada para os ensaios morfologicos e de atividade antifungica
e antimicotoxigénica.
2) Purificacdo da lecitina

Pesar 10 g de lecitina de soja e adicionar 50 mL de acetato de etila em
erlenmeyer. Agitar lentamente e adicionar 10 mL de 4gua destilada. Retirar a fase
superior e adicionar 30 mL de acetona. Agitar lentamente e apds a decantacao,
adicionar mais 30 mL de acetona, agitar novamente. Deixar em repouso por 30 min e
filtrar com auxilio de Funil de Bichner. Transferir a massa de lipidio para uma placa
de petri forrada com papel filtro e secar em estufa a 60 °C por aproximadamente 3 h.

3) Preparo dos lipossomos

Para cada 100 mg de lipidio, acrescentar 1 mL de cloroférmio para solubilizar.
Para a incorporacéo do extrato fendlico ao lipossomo, o volume de extrato devera ser
de 100 pL, desde que a concentracédo de extrato fendlico seja de 100 pg pL™.

O lipidio foi solubilizado em cloroférmio (lipossomo puro). Para o extrato fendlico
incorporado ao lipossomo, apds a solubilizagdo com cloroférmio, o extrato fendlico
preparado com metanol foi acrescentado.. A seguir, o baldo de fundo chato foi
colocado em rotaevaporador (no minimo 20 min) e transferido para dessecador a
vacuo por no minimo 4 h. A hidratagéo do filme foi realizada com tampé&o tricina/cloreto
de magnésio pH 7,4 preparado com agua estéril. Para cadal00 mg de lipidio, deve ser
adicionado 1 mL de tampédo. O filme passou pelo seguinte procedimento para a
completa solubilizag&o:

- Aquecimento a 60 °C durante 3 min sob agitagéo lenta;

- Agitacdo em vortex por 1 min;

- Repouso por 3 min;

Repetir o procedimento por 3 vezes.

Preparo do tampé&o tricina 10 mM/ Mg Cl, 2,5 mM pH 7,4: pesar 1,792 g de tricina
(Sigma) e 0,5083 g de Mg Cl, adicionar 500 mL de &gua, verificar o pH e completar

até o volume final de 1 L.



