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Resumo: O perfil quimico de um organismo é
uma  componente importantissima  na
caracterizacdo de um individuo ou espécie.
Neste caso, a avaliacdo quimica por meio de
técnica modermas e eficiente se faz necessaria
para que os dados obtidos possam ser 0 mais
representativeis possivel. Os fungos
filamentosos por exemplo, por serem excelentes
produtores de metabodlitos, necessitam de
estudos metabolomicos para que a diversidade
quimica atribuida e eles possa ser melhor
compreendida. Assim, avaliagbes untargeted do
metaboloma do fungo podem ser medidas
eficientes e rapidas para se levantar algumas
informacdes preliminares que auxiliem na
caracterizagdo do micro-organismo. Para a
avaliacdo do metaboloma, ou do perfil quimico
de um micro-organismo, a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas tem sido a
ferramenta mais utilizada por ser uma técnica
reprodutivel, sem um preparo de amostra
complexo, além de ser wuma técnica
extremamente sensivel. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil
metabolémico do fungo Aureobasidium sp. com
bases nos dados obtidos por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM) utilizando uma  abordagem
untargeted. Com o uso da CLAE-EM foi
possivel observar que o fungo apresentou uma
diversidade de metabolitos, evidenciada pela
alta quantidade de sinais nos cromatogramas
dos extratos fungicos quando comparado com o
branco, sendo que dentre estes sinais a LysoPC
18:2 foi um dos metabdlitos identificados.
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1. Introducéo

Fungos filamentosos sdo produtores de
diversos metabdlitos, das mais variadas classes
e aplicacGes. Dentre esta diversidade metabolica
estdo  presentes  policetideos,  terpenos,
alcaloides, peptideos, ciclopeptideos, lipidios,
entre outros (KELLER, 2005). Compreender a
producdo e identificar metabolitos dentro de um
organismo vivo ou grupo de individuos é parte
fundamental do processo de caracterizacdo
quimica de uma espécie fungica, uma vez que
muitos  metabolitos  apresentam  funcdes
especificas, tendo sido utilizados em varios
seguimentos como por exemplo industria de
farmacos, cosméticos, corantes alimenticios,
biotecnologia e também biologia sistematica
(ITO, 2014; NIELSEN, 2015).

O metaboloma de um organismo é

caracterizado como o0 conjunto total de
metabolitos  presente  naquele individuo,
servindo como uma identidade

quimica/bioquimica do organismo sob fase de
estudo. Deste modo é possivel diferenciar
individuos de acordo com perfil quimico que
cada apresenta (MATHEW, 2013). Neste caso, é
necessario técnicas analiticas que auxiliem na
identificacho do  metaboloma ou que
estabelecam um perfil quimico para o individuo
(MIURA, 2012). A analise do metaboloma de
um organismo vivo pode ser realizada de duas
formas: avaliacdo metabolémica targeted e
untargeted (NIELSEN, 2015). Neste caso, tem-
se que a primeira abordagem avalia todo o
metaboloma, porém ao longo da avaliagéo acaba
por voltar a atencdo para uma rota metabolica
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ou uma substancia especifica. Na segunda
abordagem porém, o que se observa € a
valorizacdo de todos os aspectos obtidos ao
longo da andlise que propiciem a contrucao de
um perfil quimico do individuo sem que seja
necessario uma investigacdo acerca de uma
classe ou substancia especifica. O estudo
untargeted, tal como o targeted, pode e deve
caracterizar ~ substancias ao longo da
investigacdo, contudo ndo se restrige a mera
identificacio de  substancias  unicamente
(MATHEW, 2013; NIELSEN, 2015; WU,
2016).

Em ambas abordagens, especialmente na
untargeted a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-EM) tem sido
uma das farramentas mais utilizadas por sua
disponibilidade generalizada, adequabilidade e
reprodutibilidade para a analise quimica de
amostras bioldgicas, sendo uma ferramenta
importantissima nas avaliacdes de metabolomas
(WU, 2009).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi

avaliar o perfil metabolomico do fungo
Aureobasidium sp. com bases nos dados por
CLAE-EM  utilizando uma  abordagem
untargeted.

2. Materiais e Métodos

2.1. Selecdo da linhagem fungica

Para este estudo foi utilizada uma cepa
de uma linhagem fangica de Aureobasidium sp.
A cepa foi isolada da pele humana (Centro
Pluridisciplinar de  Pesquisas  Quimicas,
Biolégicas e  Agricolas (CPQBA) -
Universidade de Campinas — SP, a nivel de
género) e utilizada na Tese de Doutorado da
Dra. Carla Porto da Silva (SILVA, 2012). A
linhagem selecionada faz parte da cole¢do do
Laboratério de Biocatélise e Sintese Organica,
do Instituto de Quimica
da Universidade de Campinas e foi gentilmente
cedida pela Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli
para estudos do grupo Labiomass-UEM.

2.2. Meio de crescimento do fungo

O meio de cultura foi formulado
seguindo recomendacdes da colecdo de micro-
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organismos Norte americana (ATCC, American
Type Culture Collection). Para o preparo do
meio MEA (&gar extrato de malte) foi utilizado
peptona (1 gL™), glicose (20 gL™) extrato de
malte (20 gL?%), e agar (12 gL™) em &gua
deionizada. Os meios de cultivo foram
autoclavados por 15 minutos a 121°C e vertidos
em placas de petri (150 x 15 mm). Os fungos
foram cultivados neste meio de cultura por 10
dias em estufa DBO a 28°C.

2.3. Extracdo metabolica do fungo

As colbnias de Aureobasidium sp. apés
10 dias de crescimento foram cortadas em cubos
com auxilio de ldamina de bisturi estéril, os quais
foram congelados em Ny por 1 h, sendo
posteriormente submetidos a banho ultrassénico
com 50 mL de MeOH grau HPLC por 60 min e
agitados em frasco tipo Schott por 24 h na
auséncia de luz. O extrato apds ser filtrado foi
pré-concentrado sob fluxo de nitrogénio gasoso
e uma aliquota retirada para andlise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas sequencial (CLAE-EM/EM).

2.4. Avaliacéo dos extratos por CLAE-EM

Para os experimentos de CLAE-EM foi
utilizado um cromatégrafo a liquido Waters
1525y  (bomba binéria) acoplado ao um
espectrometro de massas Quattro micro API
Waters (Beverly-EUA). O espectrometro de
massas com fonte de ionizacdo do tipo
eletrospray e analisador de massas do tipo triplo
quadrupolo (QgQ) foi operado no modo
varredura (scan) de m/z 100 a 1000, sendo que
as condicdes de analise foram ionizacdo no
modo positivo (+); voltagem do capilar 2,50 kV;
voltagem do cone 25,0 V; temperatura da fonte
150°C; temperatura de dessolvatacdo 450°C;
fluxo do gas no cone 25 L h; fluxo do gas de
dessolvatagdo 900 Lh™, para as anélises de
CLAE-EM.

Para as analises dos metabolitos foram
utilizadas as seguintes condi¢6es: coluna Waters
Symmetry® C18 (4,6 x 75 mm x 3,6 pm) e
gradiente linear de eluigc&o por 18 min utilizando
como solventes (A) agua e (B) acetonitrila,
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ambos acidificados a 1% com é&cido formico
como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Gradiente de elui¢do utilizado na separacao
dos constituintes dos extratos.

Tempo Vasao

(min) (ml/min) %A %B
0,00 0,5 98 2

5,00 0,5 50 50
5,01 0,5 50 50
10,00 0,5 30 70
11,00 0,5 2 98
13,00 0,5 2 98
18,00 0,5 98 2

Fonte: o autor.

Nos experimentos de CLAE-EM/EM
(analise sequencial), as mesmas condicGes
acima foram utilizadas. Entretanto, para 0s
experimentos de varredura de ions-produtos
(daughter scan), foram realizadas utilizando
dissociacao induzida por colisdo (CID, do inglés
collision-induced dissociation) obtidas
utilizando energia de colisdo na faixa de 20 - 30
eV e pressdo do gas de colisdo de 2,93. 10-3
mBar, na camara de colisao.
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3. Resultados e Discussao

Os estudos untargeted, sdo estudos de
avaliacdo do perfil metabolico de um individuo,
valorizando todo o conjunto de metabdlitos que
fazem parte da composicao deste organismo.

Neste caso ao utilizar-se a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas foi
possivel avaliar de modo amplo que o fungo
Aureobasidium sp. é realmente um produtor de
diversos metabolitos, com as mais variadas
estruturas e classes quimicas, isso se evidencia
pela riqueza de sinais, do cromatograma dos
extratos fungicos, com diversos tempos de
retencdo (Figura 1). E possivel, com a ajuda do
branco do meio de cultura, observar varios
sinais no cromatograma do extrato fungico que
ndo estdo presentes no cromatograma do
controle, sugerindo assim que a presenca destes
sinais € em resposta a producdo metabolica do
Aureobasidium sp. que ao longo de seu
crescimento nutriu-se do meio de cultura e
produziu substancias que o auxiliaram ao longo
de seu crescimento e manutencdo da vida (LU,
2008).

Figura 1 — Cromatograma de ions totais do branco do meio de cultivo, corrente idnica do ion de m/z 520
[M+H]* atribuida & LysoPC 18:2 (9 min) e perfil do extrato de Aureobasidium sp.
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Fonte: o autor.

Observou-se ainda, em ambos o0s
cromatogramas de ions totais do fungo e do

controle, sinais de mesmo tempo de retencéo,
sugerindo que componentes do meio de cultura
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estavam presentes no extrato flngico. Esta
observacdo € coerente, pois no processo de
extracdo metabolica o fungo ndo € separado de
seu substrato, sendo que a extracdo metabolica é
realizada com o material fungico junto com o
meio de cultivo. Por esta razdo a cromatografia
se faz tdo importante e indispensavel nas
avaliagOes untargeted pois ajuda a discriminar
por comparacdo dos tempos de retencdo quais
substancias sdo de origem flngica e quais séo
provenientes do meio de cultivo. A presenca do
controle é indispensavel, pois nos estudos
metaboldmicos o controle auxilia na
compreensdo de como O micro-organismo
interage com o meio de cultivo e expressa seus
metabolitos durante o crescimento.

Na avaliacdo dos ions do extrato de
Aureobasidium sp. foi possivel observar um
sinal no cromatograma de ions em 9.0 min
referente ao pseudo-ion molecular m/z 520
[M+H]*. Por ser um estudo untargeted de
metaboldmica ndo houve um direcionamento
especifico para selecionar quais picos seriam
analisados, sendo que todos o0s sinais no
cromatograma foram levados em consideracéo.
Contudo, o ion 520 [M+H]" estava com uma
intensidade relativamente alta no cromatograma,
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na ordem de 10’, sugerindo que esta espécie
quimica além de ionizar facilmente estava
presente  no extrato  apresentando  alta
disponibilidade e tampouco efeito de supressédo
ibnica, causado pela matriz, ao longo da analise.

Analisando o espectro de fragmentacéo
do fon m/z 520 [M+H]* (Figura 2) do extrato de
Aureobasidium sp. foi observado o ion
fragmento de m/z 502 [M-H.O+H]" corresponde
a perda neutra de uma molécula de agua (18u)
na estrutura, além disso o ion de m/z 104
[M-C21H3706P+H]" atribuido a perda neutra da
unidade fosfoglicéerica (416 u) ligada a colina,
um sinal em m/z 184 [M-C2H3O3+H]*
referente a perda neutra da unidade de
monoglicérica (336u) e ainda observou-se o
sinal m/z 337 [M- CsH1404sNP+H]" referente a
perda neutra da unidade glicerofosfocolina
(183u). Através da comparacdo do espectro de
fragmentacdo com bancos de dados especificos
para espectrometria de massas (LipidMAPS, ID:
LMGP01070010), e analise do perfil de
fragmentacdo, foi possivel confirmar a
identidade do ion como sendo o derivado de
colina conhecido como lisofosfatidilcolina 18:2
(LysoPC 18:2) (RIEKHOF, 2014).

Figura 2 - Espectro de fragmentacdo EM/EM do ion m/z 520 [M+H]* atribuido a LysoPC 18:2 (9 min) do extrato
fngico de Aureobasidium sp. O fon m/z 520 [M+H]"* foi fragmentado (25 eV) e os fragmentos gerados, assim
como as perdas neutras encontram-se apresentadas no espectro de EM/EM da LysoPC 18:2.
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4. Concluséo

O perfil metabolémico é a identidade
quimica de um individuo, sendo extremamente
importante a tentativa de caracterizd-lo ou
observar padrdes metabdlicos. Do estudo
quimico e avaliacdo do perfil cromatogréfico,
baseado em espectrometria de massas, para 0s
extratos fungicos de Aureobasidium sp. obtidos
de cepas com 10 de crescimentos foi possivel
observar que varias classes de metabolitos
foram produzidas pelo fungo. Além disso, a
diversidade de sinais dos extratos flngicos,
foram comparadas com o controle do meio de
cultura possibilitando que o metabdlito LysoPC
18:2, com base em seu espectro de
fragmentacdo, pudesse ser identificado ao longo
deste estudo untargeted. Finalmente, com o uso
da espectrometria de massa foi possivel
visualizar, de forma mais ampla, atraves dos
cromatogramas de ions totais que o fungo
Aureobasidium sp. além de excelente produtor
de metabdlitos produz substancias detectaveis
pela espectrometria de massas.
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