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RESUMO

Introducdo: Leishmaniose cutanea é uma doenca infecciosa causada por parasitos do género
Leishmania, transmitida pela picada da fémea do inseto flebotomineo. Apresenta alta
prevaléncia em regiBes de baixa renda, estando atrelada a desigualdades sociais e econdmicas.
No estado do Maranhdo, area endémica para a doencga, foram registrados 26.821 novos casos
apenas no ano de 2024, apesar da subnotificacdo da doenca. Estudos recentes discutem as
limitacGes para os tratamentos disponiveis (antimoniais pentavalentes® e Anfotericina B®),
incluindo efeitos adversos severos (nefrotoxicidade e hepatotoxicidade) e a crescente
resisténcia dos parasitos. Frente a essas limitacOes, novas abordagens terapéuticas fazem-se
necessarias. Entre as alternativas, destaca-se o0 uso de extratos fungicos, que tém se mostrado
um campo promissor de estudo. Nesse contexto, o género Fusarium apresenta ampla
capacidade na sintese de metabdlitos secundarios, 0s quais possuem propriedades ndo apenas
antibacterianas, como antivirais, ampliando suas possibilidades de aplicagdo farmacoldgica.
Objetivo: Avaliar a atividade antiparasitaria e imunomoduladora dos extratos fungicos de
Fusarium solani. Metodologia: O extrato fungico foi obtido a partir da amostra de cepa de
Fusarium solani (Registro SISGEN N° A6461DC) coletada da colecdo de fungos do Nucleo de
Imunologia Bésica e Aplicada (NIBA) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). O
extrato bruto foi submetido a fracionamento através de particdo liquido-liquido utilizando
acetato de etila e metanol como solventes. Para a avaliagdo de suas propriedades biolégicas,
foram realizados ensaios de citotoxicidade em células da linhagem de macréfagos murinos
RAW 264.7, além de testes de atividade leishmanicida em formas promastigotas do parasito
Leishmania amazonensis. Adicionalmente, foram feitos ensaios de analise da atividade
imunomodulatéria por meio de determinagdo da quantificacdo da producdo de 6xido nitrico
(NO) em macrdéfagos tratados. A caracterizacdo quimica preliminar dos metabdlitos presentes
no extrato foi realizada segundo técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).
Resultados: A analise por HPLC revelou um perfil quimico complexo, com a presenca de
maultiplos picos indicativos de compostos bioativos. Embora a identificacdo estrutural definitiva
ainda exija analises complementares, é possivel inferir, com base em estudos prévios sobre o
género Fusarium, a presenca de alguns grupos quimicos como, flavonoides, alcaloides e
flavononas. Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que a fracdo acetato de etila-metanol
de F. solani (AcOEt-Metanol) apresenta baixa citotoxicidade sobre os macr6fagos RAW 264.7,
com valor de CCsp igual a 3.341pg/mL. Em contrapartida, a fragdo AcOEt-Metanol de F. solani
exibiu atividade leishmanicida significativa as formas promastigotas de L. amazonensis, com
ICso de 136,4 pg/mL. O indice de Seletividade (1S), calculado como a razéo entre ICso € CCso,
foi superior a 1, indicando maior toxicidade seletiva para o parasito em comparacao as células
hospedeiras. Além disso, observou-se um aumento na producdo de NO pelos macréfagos
tratados, sugerindo um potencial efeito imunomodulador associado a fracdo. Conclusdo: Os
resultados indicam que a fracdo AcOEt-Metanol de F. solani ndo apenas possui potencial
atividade leishmanicida, como também demonstra capacidade de modular a resposta imune
inata. Dessa forma, a fracdo obtida e os metabolitos secundarios extraidos sdo candidatos
promissores para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas contra a Leishmaniose.

Palavras-chave: Fusarium solani; Metabdlitos Secundarios; Compostos Bioativos; L.
amazonensis.



ABSTRACT

Introduction: Cutaneous Leishmaniasis is an infectious disease caused by parasites of the
Leishmania genus, transmitted through the bite of female phlebotomine sandflies. It presents
high prevalence in low-income regions and is closely linked to social and economic inequalities.
In the state of Maranh&o, an endemic area for the disease, 26.821 new cases were reported in
2024 alone, despite considerable underreporting. Recent studies have highlighted several
limitations associated with the currently available treatments (pentavalent antimonials® and
Amphotericin B®) including severe adverse effects (nephrotoxicity and hepatotoxicity) and the
increasing resistance of the parasites. Given these limitations, the development of new
therapeutic strategies is urgently needed. Among the alternatives, fungal extracts have emerged
as a promising field of study. In this context, the Fusarium genus is noteworthy for its brad
capacity to synthesize secondary metabolites, which possess not only antibacterial but also
antiviral properties, expanding their potential pharmacological applications. Objective: To
evaluate the antiparasitic and immunomodulatory activity of fungal extracts from Fusarium
solani. Methodology: The fungal extract was obtained from a strain of Fusarium solani
(SISGEN Registration N° A6461DC), isolated from the fungal collection of the Basic and
Applied Immunology Center (NIBA) at the Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). The
crude extract was subjected to fractionation through liquid-liquid partition using ethyl acetate
and methanol as solvents. To assess its biological properties, cytotoxicity assays were perfomed
on the murine macrophage cell line RAW 264.7, in addition to leishmanicidal activity tests
against promastigotes forms of Leishmania amazonensis. Furthermore, immunomodulatory
activity was evaluated by quantifying of the metabolites present in the extract was carried out
using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). Results: HPLC analysis revealed a
complex chemical profile, with multiple peaks indicative of bioactive compounds. Although
definitive structural identification requires further analyses, previous studies on the Fusarium
genus suggests the possible presence of chemical groups such as flavonoids, alkaloids and
flavanones. Cytotoxicity assays showed that the ethyl acetate-methanol fraction of F. solani
(Methanol-AcOEt) exhibited low cytotoxicity toward RAW 264.7 macrophages, with the CCsg
value of 3.341pg/mL. Conversely, the AcOEt-Methanol fraction from F. solani demonstrated
significant leishmanicidal activity against L. amazonensis promastigotes, with an 1Cso, was
higher than 1, indicating selective toxicity against the parasite over the host cells. Additionally,
increased NO production was observed in treated macrophages, suggesting a potential
immunomodulatory effect associated with the fraction. Conclusion: The results indicate that
AcOEt-Methanol fraction not only possesses promising leishmanicidal activity but also
demonstrates the ability to modulate the innate immune response. Therefore, the fraction and
its extracted secondary metabolites are promising candidates for the development of new
therapeutic approaches against leishmaniasis.

Key-words: Fusarium solani; Secondary Metabolites; Bioactive Compounds; L. amazonensis.
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1.  INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Pan-americana de Salde-OPAS (2024), as leishmanioses s&o
doencas parasitarias consideradas negligenciadas nas Américas, tendo sua presenca diretamente
atrelada as condigcdes sociais e sanitarias, afetando populacBes mais economicamente
vulneraveis. Dentre suas formas clinicas, a leishmaniose cutanea destaca-se como uma das mais
incidentes, com significativa morbidade, sendo caracterizada pelo aparecimento de lesdes
ulceradas crénicas e cicatrizes desfigurantes. Possui impacto significativo na saude publica, ndo
apenas pela alta prevaléncia de casos em areas endémicas, como também pela escassez de
medidas de controle eficazes e pelas limitacdes associadas aos tratamentos de referéncia
disponiveis.

Atualmente, o tratamento da Leishmaniose é limitado a alguns poucos farmacos de
referéncia, como os antimoniais pentavalentes (Estibogluconato de S6dio® e Antimoniato de
Meglumina®), Anfotericina B® e, em casos especificos, a Miltefosina®. Contudo, estudos
recentes discutem a efetividade e seguranca desses medicamentos em diferentes contextos
clinicos. Os tratamentos de primeira e segunda linha desencadeiam problemas aos pacientes,
como a crescente resisténcia aos parasitos e os efeitos colaterais severos, entre 0s quais
destacam-se hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, pancreatite, mialgia, febre, nduseas e distarbios
neuropatologicos. Outro fator predominante que contribui para o abandono terapéutico é a via
de administragio medicamentosa, predominantemente parenteral (intramuscular ou
intravenosa), exigindo internacdo hospitalar ou acompanhamento rigoroso, 0 que torna o
tratamento ainda menos acessivel para populacdes residentes em regiGes remotas e com
infraestrutura precaria (Ferreira et al., 2024).

Diante desses desafios, torna-se essencial a busca por novas abordagens e terapias mais
seguras, eficazes, menos invasivas e de facil acesso ao paciente. A bioprospec¢do de agentes
naturais com atividade leishmanicida surge como uma estratégia promissora para 0
desenvolvimento de novos farmacos. Alguns estudos vém sendo realizados utilizando extratos
fitoterapicos, entretanto, ainda ha pouco conhecimento sobre o potencial uso de substancias de
origem fungicas (Ghodsian et al., 2020). Dessa forma, a bioprospeccao de fungos para esta
finalidade mostra-se um campo aberto a investigacao (Alves, T., 2019).

O género Fusarium é um grupo de fungos filamentosos amplamente distribuido no
mundo e compreende uma diversidade significativa de espécies. Esses organismos sao
reconhecidos por sua capacidade de produzir uma variedade de metabolitos secundarios com

propriedades terapéuticas importantes, como alcaloides, flavonoides, terpenos, peptideos ndo
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ribossomais, policetideos e lactonas macrociclicas, os quais demonstram atividades
antibacterianas, antivirais, antifungicas, antioxidantes e anticancerigenas (Clarence et al., 2020;
Mukherjee et al., 2020).

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa apontam a capacidade farmacotecnoldgica
dos metabolitos fangicos secundarios derivados da espécie Fusarium solani em diversos
modelos de avaliacdo de atividades biologicas, incluindo acdo antibacteriana, antiviral,
antioxidante e antitumoral (Alves, R. 2024). Nesse sentido, parte-se da hipotese de que 0s
extratos fungicos sdo ricos em compostos bioativos com potencial efeito leishmanicida
leishmanicida e imunomodulador, abrindo novas perspectivas para o0 tratamento da

Leishmaniose de maneira mais acessivel e menos tdxica aos pacientes.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Caracteristicas gerais dos fungos filamentosos

Os fungos filamentosos séo organismos multicelulares capazes de desempenhar papéis
ecoldgicos essenciais. S&o principalmente considerados decompositores, simbiontes e
patogenos. Possuem diversidade morfologica e funcional que reflete uma adaptacéo altamente
especializada ao ambiente, Ihes permitindo colonizar uma variedade de habitats, como solos,
vegetacdo e alguns ambientes considerados in6spitos (Alexopoulos; Mims; e Blackwell, 1996).

Sé&o pertencentes ao Reino Fungi, sendo compostos por uma rede de filamentos celulares
denominados de hifas (célula tubular com parede celular composta de quitina, podendo ser
septada ou cenocitica, dependendo da espécie) (Figura 1). Tais hifas crescem em direcdes
especificas formando uma estrutura ramificada conhecida como micélio. O micélio pode ser
divido em duas categorias principais: micélio vegetativo, responsavel pela absorcdo de
nutrientes do ambiente ao qual o fungo esta inserido; e o micélio reprodutivo, responsavel pela
origem de estruturas especializadas na formagéo de esporos. A hifa é uma célula tubular com
parede celular composta de quitina, podendo ser septada ou cenocitica, dependendo da espécie
(Alexopoulos et al., 1996; e Moore-Landecker, 1996).

Figura 1. Caracteristicas microscopicas — tipos de hifas.

A. Hifa septada. B. Hifa cenocitica. Autor: adaptado de Murray et al. (1999).
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2.1.1. Taxonomia

A taxonomia dos fungos filamentosos é baseada em caracteristicas morfologicas
macroscopicas e microscopicas, utilizando uma chave dicotdbmica onde analisa-se as
caracteristicas das hifas, conidios, blastoconidios e esporoconidios. Contudo esta foi
metodologia foi significativamente refinada ao longo dos anos, adicionando- se o0 uso de
técnicas de caracterizacdo molecular, como a analise de DNA. Primariamente, os fungos eram
classificados microscopicamente de acordo com sua estrutura reprodutiva, porém com o avango
de técnicas genéticas, a taxonomia foi reestruturada afim de refletir relacbes evolutivas mais
precisas. As principais divisdes taxondmicas dos fungos filamentosos incluem os filos,

Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e Chytridiomycota (Hyde & Dawson, 1994).

2.1.2. Ciclo de vida dos fungos filamentosos

O ciclo de vida dos fungos varia entre as diferentes classes, porém de forma geral,
envolve tanto reproducdo sexual quanto assexual. Dependendo de alguns fatores e condic¢des
ambientais, como a presenca de umidade e nutrientes, que estimulam os fungos a formar
estruturas reprodutivas.

Os fungos sdo capazes de realizar dois tipos de reproducdo, sexuada e assexuada. A
reproducdo sexuada, é considerada uma estratégia de rapida disseminacdo e dispersao destes
fungos. Essa forma ¢é feita utilizando principalmente conidios, esporos e esporangios, que sdo
liberados para 0 ambiente e germinam em novas coldnias. Engquanto a reproducdo assexuada,
ocorre quando dois micélios compativeis se encontram e suas hifas se fundem. A fusdo dos
nacleos haploides de cada hifa forma um dicarioto ou heterocarioto, no qual os nucleos
permanecem separados até a proxima fase do ciclo (Figura 2) (Moore-Landecker, 1996).

18



Figura 2. Ciclo reprodutivo fungos filamentosos.
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Autor: Adaptado de Biotechnol (2020).

2.2. Género Fusarium

O género Fusarium foi primeiro classificado taxonomicamente por Link em 1809.
Posteriormente em 1821, Fries, consolidou a nomenclatura do género, descrevendo fungos
caracterizados pela formacdo de conidios em formato de canoas. Em 1935, Wollenweber e
Reinking propuseram uma classificagcdo baseada nas caracteristicas morfologicas do género,
como a auséncia ou presenca de microconidios, sua forma, presenca ou auséncia e localizagédo
dos clamiddsporos, além da morfologia dos macroconidios e de suas células basais. A
taxonomia do género Fusarium vem sido motivo de debate entre os taxonomistas ao longo do
tempo, com vérias classificagdes morfoldgicas sendo descritas. Atualmente, existem cerca de
1000 espécies bem catalogadas e distribuidas, dentre estas destacam-se Fusarium solani, F.
oxysporum, F. proliferatum, F. chlamidosporo e F. fujikoroi como as mais frequentemente
citadas em estudos (Li et al., 2019; Bahadur, 2022).

O género € um grupo cosmopolita de fungos filamentosos, ubiquo, complexo e

heterogéneo. Pertencente ao filo dos Ascomicetos, filo caracterizado pela producédo de esporos,
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é considerado predominantemente como saprofito, devido a sua existéncia abundante em
substratos organicos em decomposicdo. Contudo, sua presenga néo se restringe a esse ambiente,
podendo ser encontrado em diversos habitats, incluindo ar, agua, plantas ou até em ambientes
considerados inospitos como fundos dos oceanicos e geleiras (Samiksha; e Kumar, 2021).

Em geral suas coldnias apresentam crescimento rapido até 7 dias, quando submetidos a
condicGes favoraveis, em diferentes meios de cultura. Apresentam col6nias de aspecto branco
aveludado a lanosa ou algodonosa, de tamanho grande com variedade de cores, podendo varias
entre rosa, cinza e branco, amarelo e marrom, com seu anverso normalmente na cor clara.
Possuem como caracteristicas microscopicas, hifas hialinas e septadas, conidiéforos ausentes,
com fidlides nascendo diretamente das hifas, formando microfialoconidios solitarios ou em
cachos e macroconidios grandes em formato de foice ou canoa divididos por septos (Figura 3)
(Alves, R. 2024; e Summerell, 2019).

Geralmente est4 associado a sua capacidade de parasitar outros organismos, sendo
amplamente conhecido como patdgeno de plantas e vegetais. Sua patogenicidade pode acarretar
doencas que comprometam ecossistemas agricolas, afetando a produtividade e sustentabilidade
desses sistemas. Além de serem bioprodutores de metabdlitos secundarios, como as
micotoxinas, compostos que representam uma ameaca significativa a saide humana e animal,

devido aos seus efeitos nocivos e potencial bioacumulativo (Stepien, 2020; Bahadur, 2022).
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Figura 3. Caracteristicas microscopicas de cepa de F. solani. Fonte: Acervo cole¢édo de
fungos NIBA/UFMA.

A. Microscopia de microcultivo evidenciando as estruturas: hifas hialinas, microconidios
contendo de 2 a 3 septos e macroconidios em formato de foice. Crescimento em Agar
Sabouraud, col6nia de 7 dias. Fonte: Adaptado de ALVES, R. (2024).

2.3. Metabolitos secundarios extraidos a partir do género Fusarium

Os metabolitos secundarios produzidos por Fusarium conferem vantagens adaptativas
especificas, como a inibicdo de competidores microbianos, colonizagdo de hospedeiros
vegetais, e modulacao do sistema imunoldgico em infeccBes oportunistas em humanos. Até o
momento, mais de 270 compostos bioativos Unicos foram isolados de diferentes espécies deste
género, entre eles, alcaloides, peptideos ciclicos, amidas, terpenoides, quinonas, policetideos e
lactonas macrociclicas. Alguns desses compostos sdo classificados como micotoxinas, como a
fumonosina e zearelenona, e apresentam importancia tanto na saude publica quanto na
agricultura, por seus efeitos toxicos em humanos e animais e sua persisténcia em culturas
agricolas contaminadas (Bahadur, 2022; Stepien, 2020).

Entretanto, além de seu papel patogénico, esses metabdlitos vém despertando um grande
interesse biotecnoldgico. Diversos estudos tém apontado propriedades antibacterianas,
antifungicas, antiparasitarias e imunomoduladoras em compostos derivados de Fusarium, o que
evidencia seu potencial como fonte de moléculas bioativas para o desenvolvimento de novos

farmacos e produtos fitossanitarios (Li et al., 2020).

21



2.3.1. Aplicagdes na industria

Em 2022, o valor de mercado de bioativos microbianos atingiu US$242.0 bilhdes, com
projecdo de crescimento para US$346.3 bilhdes até o ano de 2027. Esse aumento reflete o
crescente interesse da industria por estes bioativos, impulsionado pela descoberta continua de
novas fontes de compostos com propriedades relevantes, o que favorece a expansdo e
diversificacdo de suas aplicacbes (BBC, 2023).

O género Fusarium vem se destacando na industria agricola, devido a sua capacidade
de produzir fatores que promovem o crescimento das plantas (PGPs — Plant Growth-Promoting
Fungi) e compostos volateis (VOCs — Volatile Organic Compounds). Essas substancias
contribuem para a melhoria da satde vegetal, aumentando a biomassa e densidade radicular.
Algumas espécies do género também sdo capazes de sintetizar enzimas, pigmentos,
antioxidantes e outros metabdlitos bioativos de interesse industrial, sendo empregados em
diversos processos e etapas produtivas (Bahadur, 2022; e Li et al., 2019).

No setor de alimentos, embora algumas espécies de Fusarium possam ser responsaveis
pela contaminacdo atraves da producdo de mixotoxinas, outras podem utilizadas de maneira
benéfica, seja na producdo de alimentos fermentados ou como agentes de biocontrole,
contribuindo para a seguranca e qualidade dos produtos alimenticios (Ekwomadu, Akinola; e
Mwanza, 2021).

2.3.2. Aplicacgdes na saude

Suas aplicacfes na area da saude sdo significativas, especialmente devido as suas
propriedades antimicrobianas, anticancerigenas, anti-inflamatdrias e imunomoduladoras de
diversos compostos. Substancias como Fusaritioamidas e Fusaeibenzamida A, demonstraram
eficacia contra bactérias e fungos patogénicos, oferecendo alternativas promissoras para o
combate a infecgbes. No campo da oncologia, derivados de Azaantraquinona e Fusarielinas
apresentaram atividade citotoxica contra linhagens de células tumorais humanas, sugerindo
potencial para o desenvolvimento de novas terapias anti-tumorais. Fusaristerdis B e C
demonstraram capacidade anti-inflamatoria, com acdo inibitdria sobre a 5-lipoxigenase (5-
LOX), uma enzima envolvida em processos inflamatorios. Tais compostos também possuem

ainda atividade imunossupressora, antioxidante e antiparasitaria, ampliando suas perspectivas
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de aplicacdo e desenvolvimento de novos farmacos de interesse (Stepien, 2020; Bahadur, 2022;
e Lietal., 2019). Dentre essas atividades, destaca-se o potencial leishmanicida de determinados
metabolitos isolados do género. Estudos conduzidos por Costa et al., (2019) demonstraram que
extratos obtidos a partir de linhagens de Fusarium sp. apresentaram atividade significativa
contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis, sugerindo a presenca de compostos
com possivel aplica¢do no tratamento de Leishmanioses. De forma semelhante, Ferreira et al.,
(2021) relataram a identificacdo de derivados de policetideos obtidos de Fusarium equiseti com
atividade leishmanicida in vitro, com baixa toxicidade para células hospedeiras, reforcando o

potencial farmacoldgico desses metabdlitos.

2.4. Fusarium solani

A espécie F. solani possui caracteristicas morfologicas particulares ao seu género. A
forma e o tamanho dos microconidios sdo relativamente uniformes, podendo ser ovais ou
bicelulares, separadas por um septo e com formato reniforme. Os clamiddsporos, apresentam
baixa variabilidade morfoldgica, geralmente globosos e terminais, isolados aos pares ou em
cadeias. Quanto a morfologia macroscopica, as col6nias apresentam hifas jovens hialinas e
esparsas, com micélio inicialmente branco, adquirindo tom avermelhado, amarelado ou
alaranjado ao longo do seu tempo de crescimento (em torno de 7 dias) (Figura 4) (James, et al.,
2022). Esta espécie é reconhecida por sua alta capacidade adaptativa, que lhe permite
sobreviver sob diversas condicBes abidticas, como variacbes de temperatura, pH,
disponibilidade hidrica e exposicdo a agentes antimicrobianos. Tal capacidade adaptativa é
reflexo da sua flexibilidade metabdlica, particularmente evidente na producdo de metabolitos
secundarios com ampla diversidade estrutural e funcional (Li et al., 2020).

Dessa forma, considerando a diversidade morfoldgica e o notavel potencial biossintético
de F. solani, especialmente sua habilidade de produzir uma variedade de metabdlitos
secundarios bioativos sob diferentes condi¢cbes ambientais, surge um campo promissor para a
investigacdo de compostos com potencial terapéutico contra doencas infecciosas

negligenciadas, como a Leishmaniose Cutanea (LC).
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Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas de F. solani, macroscopia da colénia em meio Agar
Sabouraud

B

A. Verso da colbnia, branca e algodonosa com leve avermelhado ao centro. B. Anverso da
colbnia, branca e algodonosa. Fonte: Autora.

2.5. Leishmaniose Cutanea

A Leishmaniose Cutanea é uma infeccdo parasitaria com transmissao vetorial causada
por protozoarios do género Leishmania e disseminada pela picada de insetos flebotomineos da
subfamilia Phlebotominae (Figura 5). Seu diagnostico apesar de requerer identificacdo precoce
e precisa, muitas das vezes é confundido com outras dermatoses infecciosas ou néo infecciosas
(Bastos et al., 2016; e Souza et al.; 2019; e Leishmaniose Cutanea Manejo - DATASUS, 2024).
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Figura 5. Diagrama com ciclo de vida da Leishmania em suas formas promastigota e
amastigota.
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A. Forma amastigota Leishmania. B. Forma promastigota Leishmania. Fonte: Adaptado de CDC
(Centers for Disease Control and Prevention — Centro de Controle e Prevencdo de Doencas).

Segundo DATASUS (2024), 311.968 novos casos de LC foram registrados no Brasil,
embora esse numero seja subestimado devido a subnotificacdo da doenca (Figura 6). A LC é
categorizada como uma doenca negligenciada nas Americas e sua presenca esta diretamente
ligada a pobreza afetando principalmente popula¢Ges mais vulneraveis, além de outros fatores
sociais, ambientais e climaticos que influenciam em sua epidemiologia. A fenotipia da doenca
possui € caracterizada por lesdes cutdneas que podem variar desde pequenas pupulas a tlceras

extensas, frequentemente localizadas Unicas ou multiplas. (OPAS, 2024).
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Figura 6. Grafico com numero total de novos casos da Leishmaniose por regido, a partir do
ano 2007 a 2024.
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A abordagem terapéutica para LC varia dependendo da gravidade e localizacdo das
lesOes. Terapias de primeira escolha incluem antimoniais pentavalentes, como o antimoniato
de metilglucamina (Glucantime®) e o estibogluconato de sddio (Pentostam®), exceto para 0s
pacientes coinfectados com HIV e gestantes (Vasconcelos, 2015). E de segunda escolha,
Pentamidina, Anfotericina B, Paromicina e Miltefosina (Brasil, 2017; e Cunha, 2016).

Estudos recentes discutem o uso desses medicamentos em diferentes contextos clinicos.
Esses farmacos desencadeiam problemas aos usuérios, tais como a crescente resisténcia dos
parasitos. (Ferreira et al., 2024). Outro fator, esta relacionado a via de administracéo parenteral,
que necessita da colaboracdo do paciente e infelizmente, muitos abandonam o tratamento,
favorecendo o surgimento de cepas resistentes (Silva-Lopez, 2010). Na busca por novas
alternativas para o tratamento das leishmanioses, a bioprospeccdo de agentes com atividade
anti-leishmania, € um importante caminho para a criacdo de novos farmacos mais eficientes e
menos invasivos aos pacientes. Muitos estudos estdo sendo realizados utilizando extratos
fitoterapicos baseados na medicina popular (Ghodsian et al., 2020). Entretanto, ainda ha pouco

conhecimento sobre a utilizacdo de substancias fungicas para esta agdo. Levando em
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consideracdo a grande diversidade fungica na regido Amazonica e o uso dos fungos em diversas
areas da biotecnologia, principalmente no desenvolvimento de medicamentos, a bioprospeccéo
de fungos para atividade anti-leishmania mostra-se um campo aberto a investigacdo (Alves,
2024).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral: Avaliar a atividade leishmanicida da fracdo acetato de etila-metanol obtida de

Fusarium solani.

3.2 Especificos:

o Avaliar a toxicidade em células RAW da fragdo acetato de etila-metanol;
o Avaliar potencial leishmanicida da fracéo acetato de etila-metanol in vitro;
o Avaliar producdo de 6xido nitrico da fracdo acetato de etila-metanol;

o Realizacdo caracterizacdo quimica da fracdo acetato de etila-metanol.
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4, CAPITULO 1:

Atividade leishmanicida de fracdo fungica obtida de Fusarium solani

4.1. MATERIAL E METODOS

4.1.1. Obtencao do extrato fungico do Fusarium solani

As cepas fungicas de F. solani foram obtidas a partir da “colecdo de fungos da
Universidade Federal do Maranhdo”. A identificacdo da cepa utilizada foi previamente
confirmada em estudo por Alves, R. (2024), por meio de técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). O cultivo das colénias foi feito através de metodologia de repique em placa
de Petri estéril. O preparo dos metabolitos foi realizado adicionando-se pequenos discos de
micélio, de aproximadamente 6mm, em Erlenmeyer de 1.000mL contendo 500mL de Caldo
Sabouraud Dextrose e submetidos a processo de crescimento por submersao durante 22 dias a
temperatura ambiente (37°C), em agitacdo constante, seguindo metodologia de Kawamoto &
Lorbeer (1976). A cepa fungica utilizada em estudo foi registrada em Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional (SISGEN), sob o nimero de
registro A6461DC.

Apds o periodo de crescimento, o caldo fermentado foi separado da biomassa micelial
por filtracdo a vacuo. O caldo fermentado foi submetido a fracionamento por metodologia de
particdo liquido-liquido com o objetivo de concentrar os compostos de interesse. Foi adicionada
uma mistura de solventes composta por metanol PA e Acetato de Etila (AcOEt), na proporg¢ao
1:2 (1 parte de metanol para 2 partes de AcOEt). Ap6s o periodo de 24 horas, foram separadas
a fase orgénica da aquosa. A fase organica foi filtrada e concentrada em rotaevaporador
rotatério na temperatura de 40°C/50°C para remocao completa do solvente AcOEt, apds esse
processo a amostra foi liofilizada. A fracdo obtida foi denominada (Fracdo Acetato de Etila-
Metanol de F. solani (FAE-MFS), esta foi entdo submetida a andlise por metodologia de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Figura 7) (Silva, A. B. et al., 2020).
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Figura 7. Fluxograma da parte experimental. Obtencéo da fracdo AcOEt-Metanol de F. solani.
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4.1.2 Cultura e manutencdo das células RAW 264.7

As células da linhagem RAW 264.7 (linhagem de macrofagos de murinos) foram
mantidas em garrafa de cultura até a formacéo e fechamento da monocamada, em seguida foram
tripsinizadas e separadas em tubos falcons. O nimero de células foi contado em cdmara de
Neubauer a partir da dilui¢do de 1:2 de suspenséo celular (10pL de suspensao + 10uL de tripan
azul). As células foram cultivadas em placas de 96 pocos e incubadas em estufa de CO. na
temperatura de 37°C por 24 horas para formacao da biocamada. Foram adicionados 100uL da

solucéo de densidade de inoculagio conforme a linhagem da célula utilizada (2x10°).

4.1.3. Avaliacao da atividade citotoxica in vitro da fracdo AcOEt-Metanol em linhagem de

macrofago

Apbs a obtencdo da fracdo AcOEt-Metanol foi realizada a avaliacdo da atividade
citotoxica por metodologia de coloracdo utilizando reagente Rezasurina. ApoOs periodo de
incubacdo da microplaca (uma hora), foram adicionados 100uL das concentragdes da fragcéo
AcOEt-Metanol de F. solani em diferentes concentragdes de 1000 até 1.9ug/mL, em triplicata.
A microplaca foi armazenada em estufa de CO2 na temperatura de 37°C por 24 horas. Apds 24
horas de tratamento, 200 L de meio novo contendo 10uL do reagente de coloracdo Rezasurina
(C12H7NO4). As células foram reincubadas em estufa de CO2 por 4 horas na protecao da luz.
O sobrenadante foi coletado para determinaco da liberacio de Oxido Nitrico (NO).

Posteriormente foi realizada a leitura em leitor de microplaca na absorbancia de 570nm.
A citotoxicidade foi expressa em porcentagem, sendo determinada a concentragéo citotoxica
das células (CC50) por analise de regressdo logaritmica, no software Graph Pad Prism (V.9) ®.

A porcentagem de citotoxicidade e viabilidade foram calculadas utilizando-se as
formulas descrita por Mosmann, T (1983):

Citoxicidade (%) = 1 — (AbStratado/ AbScontrole) X 100

Viabilidade (%) = (AbStratamento/ ADScontrole negativo) X 100
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4.1.4. Atividade anti-promastigota

Para avaliacdo da atividade leishmanicida da fracdo AcOEt-Metanol obtida de F. solani,
foram utilizadas formas promastigotas de isolados clinicos de Leishmania amazonensis. Os
parasitos foram mantidos em meio de cultura liquido RPMI-1640, suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB), e incubados em camara BOD a temperatura constante de 25°C.

As promastigotas foram quantificadas em camara de Neubauer e ajustadas na proporcao
de 5x10° parasitos/mL. Em seguida, foram distribuidas em microplaca de 96 pogos contendo
concentracOes da fracdo testada. As amostras dos metabdlitos secundarios foram previamente
diluidas em série na proporcdo de 1:2, com concentra¢@es variando de 1000 até 1.9ug/mL. As
amostras foram adicionadas a placa de testes, em triplicata, nas diluicdes. Como controle
positivo foi utilizado 0 medicamento de referéncia Anfotericina B® nas concentracbes (10 até
0.015 pg/mL) (Moreira et al., 2014).

A viabilidade dos parasitas foi avaliada por meio de observacdo microscépica com
auxilio de microscopio 6ptico de luz branca e camara de Nubauer. A determinacdo da
concentragdo inibitoria média (1Cso) foi realizada com base em anélise de regressao logaritmica
no software Graph Pad Prism (V.9) ®.

A porcentagem de inibicdo de crescimento foi calculada utilizando-se a formula
proposta por Daneshmandi, S. et al., (2014):

Inibigéo (%) = (1 — AbStratamento/ ADSontrole negativo) X 100

4.1.5 Avaliacdo da atividade imunomoduladora de extratos fungicos do género Fusarium

Determinacéo da producao de 6xido nitrico (NO)

A producdo de oxido nitrico foi determinada utilizando metodologia colorimétrica de
Griess (N-(1-naftil)-etilenodiamina), que permite a quantificagdo de nitritos liberados, sendo
estes um dos principais produtos da degradacao de NO. O extrato de F. solani foi incubado com
dois diferentes tratamentos, incluindo Lipopolissacarideo (LPS) na concentracdo de

2.000ng/mL como controle positivo e Anf B na concentracdo de 10pg/mL como controle
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adicional. Apo6s o periodo de incubagéo (24 horas) foi feita a leitura em espectrofotémetro na
absorbancia de 540nm.

4.1.6 Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos dados, foi realizado o teste one-way andlise de variancia (ANOVA),
seguido pelos pos-testes de Tukey’s. As diferengas foram consideradas significativas quando o
p<0,05. O programa utilizado para a realizacdo da analise estatistica foi o Graph Pad Prism
V.9®.
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Avaliacéo da atividade leishmanicida in vitro da fragdo AcOEt-Metanol de F. solani

contra promastigotas de L. amazonensis

Os testes de avaliacdo da atividade citotoxica indicaram viabilidade celular significativa
para as linhas de células RAW 264.7, mesmo quando expostas a altas concentracGes da fracdo
de F. solani (1000, 500ug/mL), sugerindo que as células mantiveram sua integridade estrutural
e funcional. A concentragéo citotoxica de 50% (CCso) da fragdo AcOEt-Metanol foi igual a
3.341ug/mL ™!, indicando haver uma baixa citotoxicidade para as células hospedeiras, e que sua
utilizacdo em modelos experimentais € favoravel. Além de sua baixa citotoxicidade sugerir uma
margem de seguran¢a maior para 0 uso em potencial, sendo uma caracteristica desejavel para
substancias que tenham o propdsito de serem utilizadas como abordagens terapéuticas com
minima interferéncia nas células hospedeiras (Tabela 1).

A fracdo de F. solani apresentou um valor de Concentracdo Inibitéria de 50% (ICso)
igual a 136.4ug/mL™!, enquanto o medicamento de referéncia Anfotericina B®, obteve um
valor de ICso significativamente mais baixo, 0.03pg/mL"! (Tabela 1).

Quanto a avaliacdo do Indice de Seletividade (IS), o valor foi maior que 1, indicando
haver uma capacidade citotdxica maior para o parasito de L. amazonensis do que para o
macréfago (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados CCs e I1Cso para promastigotas de L. amazonensis, macrofago RAW e

medicamento de referéncia Anf B

Promastigota Macrofago (RAW) IS
Composto (L. amazonensis) (L. amazonensis)
ICs0 (ug.mL™) CCso (ug.mL™) CCso (RAW)/ICsg
48 horas
48 horas
3.341
Fracdo AcOEt- 136.4 24.4
Metanol F. solani
0.03

Anfotericina B® 11.41 380.03

Fonte: Autora.

4.2.2 Determinacéo da atividade imunomoduladora

Liberacgdo de 6xido nitrico (NO)

O o6xido nitrico € um importante mediador inflamatorio produzido por macréfagos

ativados, sendo um dos principais indicadores de resposta imunoldgica inata contra estimulos

inflamatorios.

Os resultados indicam que o tratamento com o EFS

induziu a produgéo

significativamente maior de NO quando comparada aos controles utilizados, atingindo valores

35



superiores a 60uM/mL. A producdo de NO pelos macréfagos apds o periodo de incubacdo de
24 horas sugere que compostos presentes no extrato foram capazes de ativar a via de sinalizagao
inflamatdria das ceélulas RAW, demonstrando existir um potencial efeito imunomodulador dos

metabolitos secundarios produzidos por F. solani (Figura 8).

Figura 8. Niveis de liberacio de Oxido Nitrico (NO) ap6s 24 horas de incubagdo com células
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Fonte: Autora

4.2.3 Caracterizacdo quimica da fracdo AcOEt-Metanol de F. solani

A andlise quimica do extrato fungico de F. solani por metodologia de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) mostrou a presenca de multiplos compostos, evidenciados
pelos picos detectados no grafico abaixo (Figura 9). O perfil cromatografico apresenta picos
distintos em diferentes tempos de retengdo sugerindo haver diversidade de metabolitos
secundarios no extrato. Entretanto a identificacdo exata dos compostos presentes no EFS requer

analises adicionais através de caracterizacdo estrutural do extrato.
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Figura 9. O cromatograma por HPLC da fracdo AcOEt-Metanol de F. solani
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A. Deteccdo realizada em 254nm, evidenciando a presenca de multiplos compostos com
diferentes tempos de retencdo, com destaque para o0 pico majoritario apos 45 minutos.

Fonte: Autora
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no estudo demonstram que a fracdo AcOEt-Metanol de F. solani
apresentou atividade imunomoduladora significativa, evidenciada pelo aumento expressivo na
liberacdo de déxido nitrico (NO) por macrofagos de linhagem RAW 264.7 estimulados. A
producdo de NO é um marcador classico de ativacdo de macréfagos estando diretamente
relacionado a resposta inflamatdria e mecanismos de defesa contra patdgenos intracelulares,
como Leishmania amazonensis. O aumento estatisticamente significativo (p< 0.05) da
producdo de NO observado nas diversas concentracfes de tratamento com a fragdo de F. solani,
quando comparado ao grupo ao grupo controle negativo Lipopolissacarideo (LPS), sugere uma
ativacdo efetiva do sistema fagocitario (Bournonville et al., 2021).

A ativacéo dessas células por metabolitos fungicos sugere a presenca de compostos com
capacidade modular vias inflamatdrias classicas, como a inducdo da 6xido nitrico sintase
(iNOS), provavelmente por interacdo com receptores do tipo Toll (TLRs), culminando na
ativacdo de NF-kB, conforme descrito por Wei & Wu (2020).

Estudos prévios do nosso grupo, demonstraram gque metaboélitos secundarios obtidos a
partir de fungos filamentos, especialmente do género Fusarium, possuem propriedades
imunomoduladoras e antiparasitarias relevantes. Entre 0s compostos comumente encontrados,
destacam-se, alcaloides, flavonas e flavononas muitos dos quais estdo associados a inducdo de
apoptose celular, alteracdo da integridade da membrana e modulagdo do estresse oxidativo em
parasitas e células tumorais (Alves, R. 2024; Li et al., 2020).

A presenga de picos bem definidos no comatograma HPLC obtido no presente trabalho
indica a presenca de um perfil quimico completo, composto provavelmente por alcaloides,
lactonas e policetideos, como anteriormente relatado por Li et al., (2020) em estudos similares
utilizando espécies de Fusarium. Ferreira, et al. (2021), relatou em seu estudo a identificacao
de derivados de policetideos obtidos de Fusarium equiseti com atividade leishmanicida in vitro,
com baixa toxicidade para as células hospedeiras, refor¢cando o potencial farmacoldgico desses
metabdlitos.

A capacidade leishmanicida da frag&o obtida em estudo foi confirmada in vitro contra
formas promastigotas de L. amazonensis, apresentando um efeito dose-dependente
significativo. O célculo de concentracdo inibitoria média (ICso) permitiu identificar uma
eficécia da fracdo AcOEt-Metanol de F. solani de 136.4ug/mL, consideravelmente inferior a
droga padrdo Anfotericina B®, que apresentou valor de 1Cso de apenas 0.03ug/mL. Segundo
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Amaral (2006), a fragdo AcOEt-Metanol apresentou uma capacidade leishmanicida potencial,
que corrobora com os achados do presente estudo. Ainda assim, a baixa citotoxicidade
observada nas células RAW 364.7 (CCsp = 3.341pug/mL) resultou em um indice de seletividade
(IS) superior a 1, indicando maior toxicidade para o parasita quando comparada as células
hospedeiras, o que se mostra como um critério importante na triagem por novos agentes
terapéuticos com menor risco de efeitos adversos em hospedeiros mamiferos.

A exploracdo de espécies fungicas para a obtencdo de compostos bioativos com
potencial terapéutico vém ganhando destaque na literatura cientifica nos altimos anos,
especialmente frente ao aumento da resisténcia parasitaria a medicamentos convencionais
(Mukherjee et al., 2020). Assim, os achados deste estudo contribuem com a identificagdo de
novos candidatos naturais ao desenvolvimento de terapias alternativas para o tratamento de

Leishmaniose Cutanea.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos em estudo indicam que os metabdlitos secundarios produzidos e
secretados pelo fungo Fusarium solani possuem um potencial atividade leishmanicida contra
promastigotas de Leishmania amazonensis.

A fracdo AcOEt-Metanol de F. solani induziu a producdo de Oxido nitrico por
macrofagos.

Tais resultados sugerem que os metabdlitos secundarios produzidos por F. solani
exibem atividade leishmanicida e imunomoduladora, que podem vir a ser exploradas como

futuras abordagens terapéuticas.
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8. CAPITULO 2

Artigo submetido em revista Brazilian Journal of Microbiology
Fator de Impacto: 2.1
Qualis: A2

Metabdlitos Secundarios de Fusarium: Potencial Bioativo e Aplicacdes na Saude

Resumo: Metabolitos secundarios obtidos a partir de fungos do género Fusarium tém se
mostrado um campo de interesse para estudos como uma fonte promissora de compostos
bioativos com potenciais aplicagcdes na area da salde e producdo de farmacos (antimicrobiana,
antifangica, anti-inflamatoria, anticancerigena). Desta forma o objetivo deste trabalho foi uma
prospeccdo dos principais grupos de metabolitos secundarios encontrados a partir de extratos
fangicos do género Fusarium e suas aplicagdes praticas na area da saude. A partir da selecdo
de 13 artigos cientificos publicados, foi possivel identificar as metodologias mais
frequentemente empregadas para obtencdo dos extratos fungicos (extracdo por particdo com
solventes organicos — AcOEt, Metanol e Diclorometano). As espécies mais citadas foram
Fusarium oxysporum, F. solani, F. proliferatum, F. gramniearum e F. avenaceum. Dentre 0s
metabolitos isolados, destacaram-se fumonosinas, beauvericinas, eniatinas, acido fusarico,
quinonas e alcaloides, com atividades antimicrobiana, antifingica, antitumora, anti-
inflamatdria e nematicida. Os resultados indicam que os metabolitos de Fusarium representam
uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos farmacos e produtos biotecnolégicos,

sendo necessarios avangos nas técnicas de extracdo, purificacdo e avaliacdo farmacoldgica.

Key-Words: Extratos fungicos; Compostos Bioativos; Aplica¢fes na Saude; e Fusarium.
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8.1. INTRODUCAO

Os fungos sdo os microrganismos mais abundantes e amplamente distribuidos ao redor
do mundo, sdo considerados cosmopolitas e ubiquos e seu habitat pode variar desde solos a
sedimentos, agua, plantas ou 6rgéos e tecidos de animais. Como uma resposta adaptativa as
condigdes adversas do ambiente ao qual estdo inseridos, estes organismos possuem um
mecanismo de producéo especializada capaz de sintetizar metabolitos secundarios (MS) [1, 2].
Este tipo de resposta, aliado a sua estrutura Unica e a sua biodiversidade fazem com que sejam
considerados uma promissora fonte para a obtencdo destes compostos bioativos, como
flavonoides, alcaloides, beauvericina, flavononas, entre outros [2].

Essa diversidade metabdlica, associada a capacidade dos fungos em responderem
guimicamente aos estimulos do ambiente, tem despertado interesse cientifico e tecnoldgico.
Nesse contexto, os avan¢os da biologia sintética, da genética, da bioinformatica e da quimica
de produtos naturais € possivel extrair e selecionar, a partir dos metabolitos priméarios e
secundarios produzidos pelos fungos, compostos para a formulagdo de novas drogas [3].

Em 2022, o valor de mercado de bioativos microbianos foi de US$242.0 bilhGes, com
projecdo para antigir US$346.3 bilhdes até 2027. Esse crescimento reflete a valorizagdo dos
bioativos microbianos na industria, impulsionada pela descoberta de novas fontes de compostos
com propriedades terapéuticas (BBC Research, 2023).

O Género Fusarium, em particular, tem se destacado na producao de MS com potenciais
aplicacBes na area da saude, incluindo atividades antibacteriana, antifingica, antiviral e
imunossupressora [5]. Este género, de acordo com a classificagdo taxondmica, constitue um
estado anamorfo da ordem Hypocreales e pertence ao grupo dos Ascomicetos. Existem pelo
menos 70 espécies de Fusarium spp. Bem descritas e definidas [3, 5].

O interesse no desenvolvimento de novos farmacos a partir de fontes naturais
impulsiona a pesquisa nesse género, com destaque para espécies como Fusarium
oxysporum e Fusarium solani, que possuem grande valor comercial e biotecnologico [1].

Estudos demonstram que os MS de Fusarium, como alcal6ides, peptideos, amidas,
terpendides, quinonas e piranonas, podem apresentar propriedades terapéuticas em tratamentos
de cancer, malaria, infeccbes fungicas e bacterianas, e disturbios cardiovasculares e
neuroldgicos [6,7].

Apesar do crescente nimero de estudos envolvendo metabdlitos secundérios obtidos de

espécies do género Fusarium, a maioria das publicagbes mantem-se concentrada em suas
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atividades antimicrobianas, antifingicas e antitumorais, havendo ainda uma escassez de
investigacOes voltadas para o potencial antiparasitario e imunomodulador.

Dessa forma, este trabalho visa prospectar os principais grupos de MS presentes nos
extratos fungicos do género Fusarium mais comumente citadas em estudos cientificos, assim

como suas aplicacdes praticas na area da salde.

8.2. MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisdo da literatura de carater analitico acerca dotema: “quais os
principais grupos de metabdlitos secundarios sdo encontrados em extratos obtidos a partir do
género Fusarium e suas potenciais aplicacdes na area da satide”.

A coleta de dados foi realizada no periodo de junho a agosto do ano de 2024 nos bancos
de dados de acesso publico: PubMed, Cochrane Library, ScienceDirect e Google Scholar.
Como critérios de inclusdo foram definidos: artigos cientificos publicados entre os anos de 2019
e 2024, nacionais ou internacionais redigidos em lingua inglesa e portuguesa, realizados in vitro
ou in vivo que melhor se alinhassem ao tema proposto pela pesquisa.

Para delimitacdo dos artigos foram utilizados os descritores, “extratos fungicos” AND
“metabdlitos secundarios” AND ““aplicacdes na satde” AND “Fusarium”; e AND “metabolitos
secundarios fungicos”. Todos os descritores foram adicionados em pesquisa nas linguas
portuguesa e inglesa.

Como critérios de exclusdo estabelecemos: artigos que se encaixavam nos descritores,
porém ndo apresentavam como resultado ao final do estudo quais grupos de metabdlitos
secundarios foram encontrados e artigos com resultados que se repetiam entre si.

Foi feita uma analise da leitura analitica dos artigos selecionados, com o objetivo de

ordenar e categorizar as informacdes obtidas que melhor respondessem ao objetivo da pesquisa.

8.3. RESULTADOS

Foram encontrados 27 artigos que se encaixavam nos critérios de incluséo, destes 14
foram descartados ap0s uma leitura minuciosa utilizando-se os critérios de exclusdo

previamente estabelecidos. A curadoria de artigos foi encerrada ao atingir namero amostral
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igual a 13, devido a repetigcdo excessiva de dados amostrais.

8.3.1. Obtencéo dos metabolitos

A metodologia mais empregada para obtencao das frac6es a partir do extrato fungico de
fungos, utiliza a massa micelial ou o caldo fermentado obtidos. Entretanto, apenas quatro
artigos mencionaram a aplicacdo desse método, enquanto os demais ndo detalharam a
metodologia empregada na obtencdo dos extratos. No artigo “Anti-nemic secondary
metabolites produced by Fusarium oxysporum”, 0s autores descreveram a extracdo de
metabdlitos secundarios (MS) diretamente do caldo fermentado de F. oxysporum f. sp. ciceris,
utilizando a técnica de parti¢do sequencial para o isolamento dos compostos de interesse com
auxilio dos solventes Acetato de Etila (AcCOEt) e N-butanol. No estudo “The effects of
leguminos potato dextrose agar media on secondary metabolite production in Fusarium”, a
extracdo de MS foi realizada a partir de amostras miceliais de diferentes espécies de Fusarium.
Nesse caso, os autores utilizaram uma mistura de solventes organicos (AcOEt: Diclorometano:
Metanol) e Acido Férmico para a extracdo dos bioativos. ALVES, Rita (2024) em seu estudo
“Antioxidant, anticancer and antimicrobial activity of secondary metabolites from Fusarium
species” detalhou o uso de caldo fermentado e biomassa micelial extraidos de F. solani e F.
oxysporum para obtencdo dos MS com o auxilio de solventes e posterior processo de particéo
com AcOEt. Por sua vez, o artigo “Fusarium proliferatum secondary metabolite profile in vitro
depends on the leguminos the isolates and is clearly reduced in stored garlic” corroborou a
pratica, utilizando a massa micelial de Fusarium spp. como material de partida, porém com

foco na extracdo de DNA.

Apos a obtengdo das fragdes fungicas, nos quatro estudos mencionados, 0s autores
empregaram a metodologia de parti¢do liquido-liquido, seguida do processo de rotaevaporagao
para completa remocdo dos solventes, logo ap6s foram submetidos a liofilizacdo. E por fim, a
identificacdo e caracterizacdo dos grupos de MS especificos foi feita com uso do aparelho de
espectrometria de massa em HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) por
metodologia de coluna.

Os isolados fungicos utilizados nos estudos foram originadas de isolados fangicos
endofiticos, anemofilos e de solo (Tabela 1 e 2). As espécies de Fusarium mais citadas nos

artigos selecionados foram, Fusarium oxysporum, F. proliferatum, F; graminearum, F. solani,
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F. avenaceum. Em menor frequéncia, foram mencionadas as espécies F. sambucinum, F.

chlamydosporum, F. fujikoroi e F. tricinctum identificadas nas Tabela 1.

Os metabdlitos secundarios mais citados nos artigos analisados foram, fumonosina
(FB1, FB2, FB3), beauvericina, eniatina, amidas, bikaverina, acido fusarico, ciclo pepsideos,
tricotecenos, benzamidas e lucilactaena. Em menor frequéncia, gibepirona, quinona
(anidrofusarubina, fusarubina e derivados), alcaldides (jasmonatos, antralinatos e terpendides),
sesterterpenos (fusarielinas e neomangicols) e fusaramin.

Tais compostos sdo capazes de desempenhar papéis biologicos significativos, atuando
como agentes antimicrobianos, antitumorais, antivirais, antimaléricos, anti-inflamatorios,
antifungicos, nematicidas, antioxidantes, inseticidas e imunossupressores. Alguns destes
porssuem aplicacdo direta na formulacdo de farmacos de interesse clinico, como a morfina,
destacando seu grande potencial na area da saude. A ampla gama de atividades bioldgicas que
sdo atribupidas a esses compostos demonstra sua relevancia em estudos basicos e para o
desenvolvimento de terapias inovadoras (Tabela 1).

8.3.2. Atividade antibacteriana

Metabolitos secundarios extraidos a partir de fungos do género Fusarium,
demonstraram uma ampla atividade antimicrobiana, em particular os fusariumins C e D,
poliquetideos obtidos de Fusarium oxysporum (ZZP-R1), isolados da planta costeira Rumex
madaio, apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus com concentragdes inibitérias
minimas (MICs) de 6.25uM e 25.0uM, respectivamente [8]. O composto fusaramin, produzido
por Fusarium sp., também apresentou atividade antimicrobiana destacada por meio de
screening contra Saccharomyces cerevisiae multiresistente a farmacos, embora os dados
especificos de MIC ou zonas de inibi¢do (ZI) ndo tenham sido detalhados pelos autores do
estudo [1]. Fusarithioamide A, um composto benzamidico isolado do fungo F.
chlamydosporium, apresentou atividade antimicrobiana e citotoxica contra Bacillus cereus, S.
Aureus e Escherichia coli, quando comparado ao farmaco de referéncia, Ciprofloxacina® [9].
Trans-dihidrofusarubina, mostraram atividade contra S. Aureus com MIC < 4ug/Ml. (-)-4,6’-
anidrooxisporidinonaisolada de F. oxysporum apresentou atividade anti-Bacilus subtitlis e anti-
MRSA (S. Aureus resistente a meticilina) [8]. Observou-se que os metabdlitos extraidos das
amostras de F. solani e F. oxysporum isoladas do ar, reduziram significativamente a viabilidade

de E. coli nas concentragdes testadas [10].
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8.3.3 Atividade Antitumoral e Antiviral

Derivados de lucilactaena isolados de Fusarium sp. (RK97-94) apresentaram atividade
antimalarica contra o parasito Plasmodium falciparum, com ICsg igual a 62uM, 0.0015uM e
0.68uM [11]. Outros compostos como, fusapyridon A e oxisporidona exibiram atividade contra
cepas de coronavirus (HCoVOC43) com ICs igual a 6.65uM [8]. Enquanto, eniatinas
desenvolveram protecdo para células linfoblastéides humanas conta HIV-1, alcal6ides
indolicos apresentaram atividade antiviral contra o virus Zika. O efeito citotoxico dos
metabolitos isolados de F. solani (IFS) e F. oxysporum (IFO) foi avaliado em células de
adenocarcinoma mamario humano (MCF-7) e células normais de prdstata (PNT) através de
ensaio MTT. O metabdlito IFS induziu uma reducdo, embora nao significativa na viabilidade
das células de MCF-7 no periodo de 48hrs e ndo teve efeito redutivo na viabilidade de células
PNT, enquanto o metabolito IFO apresentou efeito proliferativo em células MCF-7 (48hrs) e se

mostrou citotoxico para células PNT no periodo de 48hrs na concentracdo de 1000ug/mL [10].

8.3.4. Atividade Anti-inflamatoria

Os compostos bioativos, fusaristerdis (B, C e D) e itegracides isolados a partir do fungo
endofitico Fusarium sp. associado a planta Mentha longifolia demonstraram potencial inibitério
significativo da 5-lipoxigenase (5-LOX), uma enzima envolvida em processos inflamatorios.
Testes de IC+ realizados com os fusaristerois B e C apresentram valores iguais a 3.61uM e
2.45uM, respectivamente, indicando alta eficacia quando comparados ao medicamento de
referéncia, Indometacina® (ICso padréo ndo apresentado). Enquanto o espiromeroterpendide,
fusariumim B, isolado de Fusarium sp. Apresentou atividade anti-inflamat6ria moderada
(reducdo na producdo de NO), quando testado para liberagdo de oxido nitrico (NO) in vitro
[12].

8.3.5. Atividade Antifungica

Metabolitos como fusaribenzamida A, um composto derivado de aminobenzamida,
apresentaram atividade antifingica relevante contra cepas de Candida albicans. O teste MIC
realizado pelos autores do estudo teve resultado igual a 11.9ug/disco, quando comparado a
nistatina (MIC= 4.9ug/disco) [12]. O bioativo (-)-oxysporidinona exibiu atividade fungistatica
contra as cepa de Aspergillus fumigatus, A. niger, Botrytis 49egumin, Alternaria alternata e
Venturia inequalis com valores de testes ICso iguais a 2.0ug/Ml, 10ug/Ml, 1ug/Ml, 50ug/Ml e
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10ug/Ml, respectivamente [1]. O metabolito de F. oxysporum apresentou efeito redutivo para
C. albicans e C. krusei com valores de teste 1Cso iguais a 8, 16, 32ug/Ml e 0,625, 8ug/Ml,
respectivamente, enquanto F. solani reduziu a viabilidade em todas as concentracdes [8].
Outros compostos também apresentaram atividade antifungica como, fusaripeptideo,

fusaristerol A, equisetina e fusarimicina [12].

8.3.6. Atividade Nematicida

Metabdlitos secundarios e extratos fangicos tém demonstrado atividade nematicida
relevante contra algumas espécies de nematoides, como Meloidogyne incognita e Rotylenchulus
reniformis. Fusarubina e anhidrofusarubina, isoladas a partir de F. oxysporum f. sp. ciceris,
mostraram atividade contra M. Incognita, com concentracdo letal (LCso) igual a 248.9ug/Ml e
257.6ug/MlI, respectivamente. O metabdlito bikaverina, apesar de possuir fraco potencial

antinémico, apresentou LCs0=392.9ug/MI contra M. Incégnita [1, 13].

50



Tabela 2 Compostos bioativos, principais aplica¢gdes na saude e tipos de microrganismos dos quais foram obtidos.

Bioativo Metabolico Aplicagdes na saude Microrganismo Ref.
Amidas Antimicrobiana, antimalariana F. sambucinum; F. oxysporum; F. roseum [2,8,9,13]
Alcal6ides Farmacoldgica (producdo de morfina), antimicrobiana e F. oxysporum; F. heterosporum [3, 6, 13, 14]
antiparasitaria
Esfangolipideos Disturbios neurolégicos e anticancer F. proliferatum [5]

Peptideos

Policetideos

Peptideos Ciclicos

Piridonas

Quinonas

Terpendides

Anitmicobiana, antitumoral, imonossupressora e antiflngica

Antimicrobiana e antiflngica

Antifungica, antibacteriana e antimircrobiana

Antifingica e antimicrobiana

Antimicrobiana, producdo de pesticidas e antitumoral

Antimicrobiana e citotéxica

F. decemcellulare

F. fujikoroi; F. roseum

F. graminearum; F. avenaceum; F. fujikoroi;
F. pseudograminearum; F. proliferatum

F. fujikoroi

F. semitectum; F. oxysporum; F.
solani

F. solani; F. tricintum; F.
oxysporum; F. roseum

[6, 7, 10, 13, 14]

[2,7,8]

[6,7]

[2]

[1,2, 7,11, 13]

[6,7,8,10, 13, 14]
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Tabela 3. Namero de registro (ATCC) do isolado fungico e organismo de origem.

Isolado Fungico (ATCC) Microrganismo Origem Isolado Fingico Ref.
SYP0056; IFA350; FKI1-4553; 10C3898; e F. oxysporum Dianthus caryophyllus, Allium sativum var. Sabagold, A. [1,2,7,9, 11, 14]
N17B sativum var. Garcua, Cicer arietinum, Rumex madaio, R.

midair, Solanum lycopersicum, Musa spp.; fungo
aneméfilo (isolado do ar)

PH-1; e NRRL 31084 F. graminearum Trinctum aestivum, Hordeum vulgaris, Zea mays [6, 7, 14]

ET-1; IFA22; ZS07 F. proliferatum Allium sativum var. Sabagold, A. sativum var. Garcua, [2, 5, 6]
Trinctum aestivum, Zea mays, Oryza sativa

SF-1502; Fa05001 F. avenaceum Hordeum vulgaris, Trinctum aestivum [6, 7]

JS-0169; HD15-410; FK1-6853; e B-18 F. solani Cucumis spp., Phaseolus vulgaris, Solanum [3,6,8,9,11]
lycopersicum, S. Tuberosum, Allium spp.; fungo anemofilo
(isolado do ar)

CBS269.95 F. sambucinum Allium sativum var. Sabagold, A. sativum var. [7]
Garcua
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IM1 58289 F. fujikuroi Oryza sativa [1, 12]

CS3096 F. pseudograminearum Trinctum aestivum, Hordeum vulgaris [12]
F25; e LG53 F. decemcellulare Mahonia fortunei [6, 12, 13]
CN1896232A; CN101240249A Fusarium sp. Ginkgo biloba; Dioscorea zingiberensis [10]
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9. DISCUSSAO

O género Fusarium vem se destacando na capacidade de biossintetizar compostos
metabdlicos com diversidade estrutural e bioatividade [13]. Tal capacidade, impulsionada por uma
rica variedade de cepas presentes no género resulta em compostos metabdlicos como alcaloides,
jasmonatos, antranilatos, peptideos ciclicos e terpendides. Sua diversidade quimica vem se mostrando
como uma base ampla para a gama de atividades biologicas presentes nesse género, tornando-o foco
de interesse em diversas areas desde o desenvolvimento de novos farmacos até aplicagdes

biotecnologicas [1].

Os metabdlitos secundarios extraidos de espécies do género Fusarium, possuem uma
variedade de atividades bioldgicas promissoras, incluindo propriedades antimicrobianas,
antitumorais, antivirais e imunomoduladoras [8]. A elucidacdo dos mecanismos de acdo e dos
caminhos biossintéticos desses compostos € importante para o desenvolvimento de novas terapias na
area da satde. Uma compreensdo detalhada dos genes envolvidos na biossintese pode permitir a
engenharia metabdlica a producdo em larga escala e sua possivel distribuicdo e comercializacao [6,
12, 13]. Abordagens inovadoras como OSMAC (One Strain Many Compounds), espectrometria de
massa e 0 co-cultivo tém sido utilizadas na inducdo da producéo dos metabdlitos que normalmente
ndo sao expressos, revelando um potencial inexplorado do género. Tais metodologias oferecem novas

perpectivas e melhorias na exploracdo de compostos bioativos [6, 7, 13].

Embora o género apresente um potencial biotecnolégico, é importante ressaltar que existem
preocupacfes quanto aos impactos ambientais que possam ser acarretados. Algumas espécies de
Fusarium sdo conhecidas por produzir micotoxinas nocivas a saide humana e animal [5]. A presenca
dessas micotoxinas requer monitoramento e regulamentagdo rigorosos quanto a sua produgéo e

distribuicéo, ja que alguns metabolitos podem apresentar fitotoxicidade [1, 14].

Estratégias como a regulamentacéo de fatores ambientais, regulacéo transcricional, regulacéo
epigenética, delecdo e superexpressao de genes, além da utilizagdo de co-cultivos sdo empregadas
para ativacao de genes silenciosos. Tecnologias “Omicas” e fermentacdo também desempenham um
papel relevante na compreensao e manipulagdo dos processos de biossintese, bem como a producao

em larga escala dos metabdlitos secundarios extraidos a partir de fungos desse género [6, 13].

Apesar dos avangos na compreensdo do género Fusarium envolvendo metabolitos
secundarios, observou-se que muitos dos artigos analisados apresentaram lacunas metodoldgicas
relevantes, especialmente no que diz respeito a padronizacdo de extracdo e & auséncia de
detalhamento sobre o processo de obtencao das fracdes fangicas. Na maior parte dos estudos néo foi

mencionada dados como tipos de substrato utilizado, tempo de fermentagédo, condi¢cdes ambientais
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de cultivo ou proporcdes exatas dos solventes empregados. Apenas quatro dos treze artigos incluidos
nesta revisdo descreveram com clareza o método parti¢do liquido-liquido, além dos processos de
rotaevaporacao e liofilizagdo dos extratos, enquanto os demais limitaram-se apenas a relatar a
obtencdo dos compostos. A falta de meios para reprodutibilidade metodolégica compromete
significativamente a comparacdo entre estudos e dificulta o avango no processo de validacao

cientifica desses metabdélitos.

A auséncia de dados toxicologicos robustos e de ensaios in vivo que comprovem a seguranca
e eficicia dos compostos em modelos animais ou clinicos, mostra-se como um desafio recorrente,
embora 0s estudos demonstrem potenciais atividades antimicrobianas, antitumorais e antivirais,
poucos artigos avancam para a analises farmacocinéticas, biodisponibilidade ou avaliacdo da
toxicidade aguda e crbnica dos extratos. Uma lacuna critica quando se considera a transicdo de
compostos bioativos do laboratdrio para o uso clinico.

Dessa forma, o género Fusarium é uma fonte rica e promissora para extracdo de metabolitos
secundarios com aplicacdes biotecnoldgicas e terapéuticas. Entretanto, é crucial abordar os desafios

relacionados aos avangos nesses estudos.
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10. CONCLUSAO

As fragBes metabdlicas extraidas a partir do género Fusarium tém despertado alto interesse
comercial, devido as suas potenciais a¢fes como agentes antimicrobianos, antiflngicos, anti-

inflamatdrios e anticancerigenos, com implicacGes diretas para a biotecnologia e a nanotecnologia.

Este trabalho destacou a relevancia dos metabolitos secundarios de Fusarium na pesquisa
biomédica, apontando para o seu potencial inexplorado na criagcdo de novos tratamentos e terapias.
A aplicacdo desses compostos na salde, especialmente em contextos antimicrobianos e
anticancerigenos, sugere uma area fértil para futuras investigac6es. No entanto, a toxicidade de alguns
desses metabdlitos também exige estudos adicionais para garantir a seguranca e a eficacia em

aplicacdes terapéuticas.
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