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RESUMO

Fusarium spp. sédo fungos patégenos oportunistas aos seres humanos, que possuem
a capacidade de formar biofilmes como mecanismo de viruléncia e patogenicidade.
Dentro de um biofilme, a comunicagdo € realizada através da sinalizacdo por
moléculas de Quorum Sensing (QS). Contudo, estudos sobre o0 sistema de
sinalizacdo em biofilmes de fungos sédo muito recentes e escassos. Assim, 0 objetivo
deste trabalho foi de avaliar o efeito in vitro e in vivo de uma molécula de QS
relacionada ao biofiime de espécies de Fusarium. Foi realizado uma revisdo de
literatura sobre metabdlitos secundarios e moléculas de QS de biofilmes do género
Fusarium. Além disso, foi avaliado os efeitos da molécula de QS em ensaios in vitro
e in vivo, como Concentracdo Inibitéria Minima, Concentragdo Fungicida Minima e
Dose Letal 50 para modelo alternativo de Tenebrio molitor. Assim, foi encontrado na
literatura que existem muitos metabdlitos secundarios de Fusarium spp, que devem
ser mais estudados a fim de avaliar seus efeitos biol6gicos. Além disso 0s ensaios
experimentais demonstraram que a molécula foi capaz de inibir o crescimento de F.
oxysporum e F. solani, e observou uma possivel acéo fungicida, além de que nao foi
capaz de matar larvas da espécie Tenebrio molitor na concentracao utilizada.

INTRODUCAO

Os fungos séo capazes de formar biofilmes sobre diferentes superficies bidticas e
abidticas, contribuindo para sua viruléncia e patogenicidade. Os biofilmes sé&o
comunidades de microrganismos, aderidos a um substrato, integrado em uma matriz
extracelular, produzida pela prépria comunidade, constituida de biomoléculas, como
polissacarideos, proteinas, lipideos e acidos nucleicos, que favorecem as interacdes
entre 0s microrganismos. A formacdo de um biofilme permite muitas vantagens aos
microrganismos, pois fornece adesdo, protecdo resisténcia, nutricdo e uma alta
comunicagdo celular. Assim, dentro de um biofilme, a comunicagédo celular é de
importante contribuicdo para a sobrevivéncia da comunidade, por regular fatores
fisicos, quimicos e biologicos. Essa troca de informacdes é dada por varios
mecanismos, mas principalmente pela sinalizacdo por moléculas de Quorum
Sensing (QS), que sao pequenas moléculas sinalizadoras produzidas pelos
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membros de um biofilme, respondendo a fatores intrinsecos e extrinsecos do
biofilme e na sincronizacdo da expressdo génica, aléem de promover fatores de
viruléncia e patogenicidade. Dessa forma, o estudo dessas moléculas de interacdo
microbiana auxilia o entendimento da patogénese de microrganismos formados em
biofiimes e o desenvolvimento de um possivel entendimento para a pesquisa de
novos farmacos (Solano, et al. 2014, p. 96).

MATERIAIS E METODOS

Revisao de literatura

Foi realizado o levantamento de estudos sobre moléculas de QS relacionadas ao
biofilme e metabdlitos secundarios de espécie de Fusarium spp. nas bases de dados
National Library of Medicine (PubMed) e Google Scholar. Foram consultados artigos
experimentais e revisdes entre os anos de 2008 e 2023, e selecionados aqueles
com maior grau de relevancia, a fim de obter resultados visando uma maior
compreensao e fundamentacdo para os estudos in vitro e in vivo sobre moléculas de

QsS.

Ensaios in vitro

ApOs a selecéo e a obtencdo comercial da molécula de QS relacionada a biofilme de
Fusarium spp., foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentragdo fungicida minima (CFM) frente aos isolados F. solani (CRPM) e F.
oxysporum (CRPM 2925) da Colecdo Microbiolégicas Paranaense Tax-online
(CMRP) conforme descrito por Kischkel et al. 2020. Nas concentracdes sub-
inibitérias (¥2 CIM; ¥ CFM; Y2 CBM).

Ensaios in vivo

Foram utilizadas larvas de Tenebrio molitor. Preparou-se a diluicdo seriada da
molécula de QS (concentracdo do CFM de ambos os fungos, 1/2, 1/4, 1/6, 1/16,
1/32), utilizou-se um total de 5 larvas por grupo com aproximadamente 100-200 mg.
Foram utilizados dois grupos: 1) tratado com salina como controle negativo; 2)
tratado com a molécula de QS a partir da concentracdo do CFM e as respectivas
diluicdes; para cada grupo injetou-se 5 pL da solugdo, na hemolinfa da larva, no
segundo ou terceiro anel visivel da por¢cdo ventral. As larvas foram colocadas em
placas de Petri estéreis contendo dieta de criacdo e mantidas na escuriddo a 25 °C.
A mortalidade foi monitorada uma vez por dia por 5 dias. Para estabelecer a morte
das larvas, verificou-se visualmente a melanizacdo e a resposta aos estimulos
fisicos tocando-os suavemente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Revisao de literatura

O objetivo principal dessa revisdo bibliografica foi analisar na literatura alguns
metabdlitos secundéarios de Fusarium spp., a fim de estabelecer uma relagdo com a
molécula de QS estudada neste presente trabalho. Tem-se entdo que moléculas,
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como metabdlitos secundarios sao liberados por fungos, nos quais sdo moléculas
gue embora ndo possuem uma funcédo no metabolismo flungico central, ainda, assim
possuem diversos papéis biolégicos importantes para sobrevivéncia destes,
especialmente em comunidade com outros microrganismos (Rodrigues, et al. 2020,

p. 1).

Com isso, os fungos, como Fusarium, vém sendo estudados por sua diversidade
fonte de novos metabdlitos secundarios, com ativos biolégicos com relevancia
farmacoldgica. Assim, neste trabalho, metabdlitos secundarios de Fusarium spp.
foram pesquisados e analisados quanto as suas atividades bioldgicas frente a outros
microrganismos, a fim de comparar com a molécula de QS estudada nessa
pesquisa. Assim, espécies de Fusarium demonstraram produzir uma gama dessas
moléculas, estruturalmente diversas, de potencial relevancia farmacoldgica, tais
como: (1) Fusaripeptide A, a qual exibiu potente atividade antifingica contra
espécies de Candida e Aspergillus fumigatus; (2) Oxisporidinona, apresentou
atividade fungistética contra A. fumigatus; (3) Enniatinas, observou-se amplo
espectro de bioatividades, principalmente antimicrobiana; (4) Neofusapirona,
demonstrou efeito inibitdrio potente para Aspergillus clavatus; (5) Fusaritioamida A e
B, apresentou acdo antifingica e antibacteriana; (6) Diidronaftalenonas que
apresentou efeito anti-micobacteriano moderado (Li, et al. 2019).

Ensaios in vivo e in vitro

Nos ensaios in vitro foram determinados a CIM e a CFM. Desse modo a molécula de
QS testada demonstrou inibir o crescimento de F. solani e F. oxysporum na menor
concentragao titulada, de 0,126g/mol. Aléem disso, na CFM, a molécula demonstrou-
se capaz de matar F. solani na concentracdo 0,254g/mol e F. oxysporum na
concentracdo 1,01g/mol, ou seja, uma e duas concentracées acima da CIM,
demonstrando uma possivel atividade fungicida. J& nos ensaios in vivo utilizando
larvas de Tenebrio molitor, ndo houve morte consideravel das larvas, atestando que
o produto nado foi toxico a partir da concentracdo da CFM e até cinco titulagdes
realizadas.

Desse modo, sabe-se que as moléculas de QS sdo de suma importancia para a
sobrevivéncia da comunidade dentro de um biofilme. Além disso estas moléculas
sdo metabdlitos secundarios com a principal fungdo de comunicacdo célula-célula,
assim esta pesquisa baseou-se da procura, na literatura, por metabolitos
secundarios de Fusarium e suas possiveis acdes bioldgicas. Encontrou-se, entao,
gue muitas moléculas evidenciaram-se como potenciais agentes antimicrobianos.
Além disso, estudos como de Semighini e colaboradores, 2008 demonstraram que a
molécula de QS de C. albicans, o Farnesol apresentou uma bioatividade além da
comunicacéo, pois foi possivel inibir o crescimento e desenvolvimento de Fusarium
graminearum ao induzir apoptose. Igualmente aos metabdlitos secundarios
encontrados e ao Farnesol, a presente pesquisa utilizou uma molécula de QS frente
a espécies de Fusarium, na qual também demostrou inibir o crescimento e
desenvolvimento desses fungos. Desse modo, pode-se dizer que os metabdlitos
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secundéarios e moléculas de QS de fungos, devem ser mais estudadas para fins
terapéuticos, como potenciais antifiUngicos, pois de acordo com esta pesquisa e
outros estudos, estas demonstraram uma fungéo além da sinalizagdo, mas sim de
inibicdo do crescimento fungico.

CONCLUSOES

Pode-se concluir, através desta pesquisa que fungos do género Fusarium produzem
uma gama de metabdlitos secundarios, nos quais muitos deles demonstraram
potenciais antifingicos, assim como a molécula de QS estudada, que apresentou
inibicdo do crescimento de F. solani e F. oxysporum, bem como foi um possivel
agente fungicida para estes fungos. Além disso, foi demonstrado que a molécula néo
apresentou toxicidade para as larvas de Tenebrio molitor nas concentracdes
utilizada. Dessa forma, pode-se averiguar que a molécula estudada vai além de sua
funcdo de sinalizagdo. Assim, deve-se expandir as pesquisas na area de QS
fungico, a fim de desvendar novas moléculas como potenciais antifingicos.
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