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RESUMO

A producéo de uvas com qualidade para elaboragao de vinhos tem como fator limitante
as doengas fungicas. Um grupo de fungos responsaveis pelo apodrecimento dos
cachos, como Botrytis cinerea e Glomerella cingulata, possuem grande importancia
neste cenario. A aplicagdo rotineira de fungicidas é a principal forma de controle
destes fitopatdgenos, motivo pelo qual ha uma busca constante de antifungicos que
sejam eficazes e ao mesmo tempo seguros para a saude humana e o meio ambiente.
Neste contexto, os derivados da 8-hidroxiquinolina (8HQ) podem ser uma alternativa
valiosa no controle de podriddes da uva, devido ao seu efeito antifungico e sua baixa
toxicidade. Esta pesquisa avaliou a atividade antifungica do derivado da 8HQ PH151
sobre B. cinerea e G. cingulata isolados de uva. Além disso, foi estudado o possivel
efeito do residual de PH151 sobre leveduras Saccharomyces cerevisiae. No que diz
respeito aos valores de concentragao inibitéria minima (CIM), os achados revelam que
PH151 possui atividade antifungica sobre B. cinerea e G. cingulata, sendo que os
valores de CIM sao semelhantes ou inferiores (2 e 4 mg L") aos encontrados para os
fungicidas convencionais. Pelo contrario, os valores de CIM para S. cerevisiae séo
considerados elevados (32 e 64 mg L"), o que nos permite concluir que as
concentragdes residuais em um mosto de uva estariam muito abaixo dos valores de
CIM. Os ensaios envolvendo a combinagao de fungicidas para inibigdo do crescimento
micelial de G. cingulata revelam que existe um efeito sinérgico da associagao de
PH151 com difenoconazol, de difenoconazol com captana, e na associacao tripla
destes agentes. Os ensaios de citometria de fluxo, utilizando-se da levedura S.
cerevisiae como modelo, indicaram que PH151 reduz a integridade da membrana
celular, além disso, os resultados indicam que o acumulo de ROS causado por PH151
desencadeia uma cascata apoptética dependente da metacaspase. Por fim, a
predicdo da cinética fermentativa do mosto de uvas Chardonnay revelou que PH151
em uma concentragdo de até 1 mg L' ndo afeta os parametros cinéticos estudados.
Em conjunto, os resultados deste estudo s&o altamente relevantes, PH151 possui
elevada atividade antifungica contra fungos causadores de podriddo do cacho e em
baixas concentracbes ndo afeta a levedura S. cerevisiae e sua cinética de
fermentacao. Desta forma, a utilizacdo de PH151 para controle de podriddes da uva
€ um achado sem precedentes e que, futuramente, podera ser aplicado na industria
agricola.

Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (152 p.) novembro, 2021.
Vil



EFFECT OF 8-HYDROXYQUINOLINE DERIVATIVE ON Botrytis cinerea AND
Glomerella cingulata ISOLATED FROM GRAPE AND Saccharomyces cerevisiae
YEAST

Author: Angelo Gava
Advisor: Prof. Dr. Saulo Fernandes de Andrade
Co-Advisor: Prof. Dr. Alexandre Meneghello Fuentefria

Prof. Dr. Evandro Ficagna

ABSTRACT

The production of quality grapes for wine elaboration has fungal diseases as a limiting
factor. A group of fungi responsible for bunch rot, such as Botrytis cinerea and
Glomerella cingulata, are of great importance in this scenario. The routine application
of fungicides is the main way to control these phytopathogens, which is why there is a
constant search for antifungals that are effective and at the same time safe for human
health and the environment. In this context, 8-hydroxyquinoline (8HQ) derivatives can
be a valuable alternative in the control of grape rot, due to its antifungal effect and its
low toxicity. This research evaluated the antifungal activity of PH151 8HQ derivative
on B. cinerea and G. cingulata isolated from grapes. In addition, the possible effect of
residual PH151 on Saccharomyces cerevisiae yeasts was studied. Regarding the
minimum inhibitory concentration (MIC) values, the findings reveal that PH151 has
antifungal activity on B. cinerea and G. cingulata, and the MIC values are similar or
lower (2 and 4 mg L") than those found for conventional fungicides. On the contrary,
the MIC values for S. cerevisiae are considered high (32 and 64 mg L"), which allows
us to conclude that the residual concentrations in a grape must would be much lower
than the MIC values. Tests involving the combination of fungicides to inhibit the
mycelial growth of G. cingulata reveal that there is a synergistic effect of the association
of PH151 with difenoconazole, of difenoconazole with captan, and in the triple
association of these agents. Flow cytometry assays, using the yeast S. cerevisiae as
a model, indicated that PH151 reduces cell membrane integrity, in addition, the results
indicate that ROS accumulation caused by PH151 triggers a metacaspase-dependent
apoptotic cascade. Finally, the prediction of fermentation kinetics of Chardonnay grape
must reveal that PH151 at a concentration of up to 1 mg L™! does not affect the studied
kinetic parameters. Altogether, the results of this study are highly relevant, PH151 has
high antifungal activity against bunch rot fungi and at low concentrations it does not
affect the yeast S. cerevisiae and its fermentation kinetics. Thus, the use of PH151 to
control grape rot is an unprecedented finding that, in the future, may be applied in the
agricultural industry.
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1. INTRODUGAO

As doengas causadas por fungos estdo entre os fatores limitantes para a
producao de uvas. Dentre estes fungos, merece destaque um conjunto conhecido por
causar podriddes na uva e elevada perdas na colheita, tendo como principais agentes
causais os fungos Botrytis cinerea e Glomerella cingulata. No mercado, ha uma gama
muito grande de fungicidas registrados e utilizados para doencgas fungicas em videira
com os mais diversos mecanismos de agao, entretanto para os fungos citados poucos
sdo os produtos com eficacia comprovada, além disso, o surgimento de resisténcias
por parte destes fungos € uma preocupacgao que vem ganhando destaque.

Derivados da 8-hidroxiquinolina podem desempenhar um papel importante no
controle de fungos causadores destas doencgas, tendo em vista a sua reconhecida
atividade para varias espécies fungicas e a possibilidade da realizagdo de
modificagdes estruturais para obtencdo de novos derivados com potencial fungicida
seletivo. Por outro lado, faz-se necessario também conhecer o efeito destas novas
moléculas sintetizadas sobre microrganismos nao-alvos, como as leveduras. Os
residuos de agentes fungicidas, aplicados no fruto, podem permanecer no mosto e
influenciar o processo fermentativo das leveduras, podendo vir a causar danos em
bioprocessos industriais e prejudicar a industria de bebidas.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia in vitro de um
derivado da 8-hidroxiquinolina, isolado ou combinado com outros fungicidas
registrados, no controle de podridées da uva. Além disso, foi avaliado um possivel
efeito dos residuos desta molécula sobre a cinética da fermentagcao alcodlica de

diferentes leveduras Saccharomyces cerevisiae.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Determinar a atividade antifungica do derivado da 8-hidroxiquinolina PH151
sobre os fungos fitopatogénicos Botrytis cinerea e Glomerella cingulata, seu modo de
acao sobre Saccharomyces cerevisiae e efeito sobre fermentagdes alcoodlicas de

mosto.
2.2. Objetivos especificos

a) Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) dos agentes PH151
(derivado da 8-Hidroxiquinolina), captana, difenoconazol e iprodiona para um isolado
de B. cinerea e dois isolados de G. cingulata;

b) Avaliar o efeito antifungico da associacgao tripla de PH151, captana e
difenoconazol sobre o crescimento micelial de G. cingulata e analisar se existe efeito
sinérgico da combinagéo destes antifungicos;

c) Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) do agente PH151
(derivado da 8-Hidroxiquinolina) para levedura S. cerevisiae;

d) Avaliar o modo de acg&o do agente PH151 sobre levedura S. cerevisiae;

e) Avaliar a influéncia de diferentes antifungicos (PH151 e convencionais)

sobre os parametros cinéticos de levedura comercial S. cerevisiae em mosto de uva,;



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Panorama da Viticultura Brasileira

A cadeia vitivinicola € uma empresa global que gera bilndes de ddlares
(Brostrom e Brostrom 2008). Isso esta relacionado a fatores como aumento do
comércio internacional e o surgimento de inovagdes tecnoldgicas na produgéo,
armazenamento e logistica (Daane et al. 2018). De toda a produgao de uvas no
mundo, cerca de 71% sao destinadas a elaboracgao de vinhos, 27% consumo in natura
e elaboragao de sucos e 2% produgao de passas (Popa e Rosca 2011).

A viticultura no Brasil no ano de 2019 ocupava uma area de 74.866 hectares
(IBGE 2019). A maior parte da area plantada com videiras situa-se entre o paralelo
30°S, no Estado do Rio Grande do Sul, e o paralelo 9°S, na Regido Nordeste do pais.
Em funcdo da extensa area, ocorre uma grande diversidade ambiental e climatica,
existindo polos com viticultura caracteristica de regides temperadas, subtropicais e
tropicais, abrangendo diferentes possibilidades de tratos culturais a espécie cultivada.

O estado do Rio Grande do Sul destaca-se no cenario nacional como um dos
maiores produtores de uva. A safra de 2021 resultou na colheita de aproximadamente
950 milhdes de quilos, dos quais aproximadamente 50% destinam-se a elaboracéo de
vinhos (Feix, Junior e Borges 2021). No entanto, as condigdes de temperatura e
umidade durante a primavera e verao favorecem a incidéncia de fungos na regiao,
especialmente mildio, oidio, antracnose, escoriose, podriddes e fusariose (Sénego et
al. 2005; Cavalcanti e Garrido 2015). Desta forma, um dos fatores limitantes para a
producao de uvas sao as doengas causadas por fungos, afetando o volume de uvas

produzido.
3.2. Principais Doengas Fungicas da Videira

As doencgas fungicas, como o mildio (Plasmopara viticola) e podriddes
causadas por B. cinerea, Greeneria uvicola, G. cingulata e espécies de Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Rhizopus e Phomopsis, produzem um impacto
sobre a produgao e a qualidade das uvas (Kassemeyer e Berkelmann-Lohnertz 2009).
As mais frequentes e que causam maior impacto sobre as uvas sdo a podridao
cinzenta (B. cinerea) e a podridao da uva madura causada por G. cingulata (Garrido
e Sénego 2004; Giovannini 2008; Pedrotti et al. 2019).

A ocorréncia de doengas fungicas pode causar efeitos indesejaveis sobre



o perfil aromatico das uvas e, consequentemente, na qualidade sensorial dos vinhos,
sendo um dos fatores com maior influéncia sobre a escolha do consumidor (Sadoughi
et al. 2015; Zapparoli et al. 2018; Schueuermann et al. 2019). Além disso, estes fungos
filamentosos podem secretar metabdlitos secundarios toxicos chamados micotoxinas,
como a ocratoxina A, para a qual diversos paises estabeleceram legislacado para a
concentragdo maxima em sucos e vinhos (Welke 2019).

Desta forma, as doencas associadas a podriddes de uvas sao importantes
objetos de estudo, pois incentivam o uso de fungicidas proximo ao periodo da colheita
e limitam as opg¢des a um numero pequeno de produtos registrados (Pedrotti et al.
2019). Além disso, a ocorréncia destas doengas pode ocasionar efeitos negativos

sobre as caracteristicas sensoriais dos produtos derivados destas uvas.
3.2.1. Podridado Cinzenta

A podridao cinzenta, causada por B. cinerea, € uma das principais doencgas
que afetam os vinhedos. O B. cinerea € mundialmente conhecido, sendo considerado
o0 mais importante fitopatégeno responsavel por podridées em uvas (Molitor et al.
2012), em alguns casos podendo provocar perdas e afetar a qualidade dos vinhos
elaborados (Elad e Stewart 2007; Ky et al. 2012), além disso, sdo conhecidas mais de
200 espécies de plantas que possam ser afetadas por este fungo.

Uma elevada precipitagdo pluviométrica e umidade sao condigcoes
adequadas para o desenvolvimento desta doenga (Bettiga 2013; Thomidis et al. 2016),
entretanto, quando em noites umidas, manh&s de nevoeiro e dias secos, o fungo
infecta de forma lenta e resulta no fendmeno chamado de podridao nobre (Pinar et al.
2017a; Negri et al. 2017). A umidade € um dos fatores de maior necessidade para a
ocorréncia da infecgdo, sendo que a temperatura ideal para a germinagdo dos
conidios & de 25°C (Wdurz et al. 2017). Na maioria dos casos, a contaminagao é a
partir de cicatrizes naturais ou por outros ferimentos mecéanicos (Machota et al. 2016).
Um trabalho recente demonstrou que a adubacgdo nitrogenada pode causar
suscetibilidade a podridao dos frutos pelo agente B. cinerea (Thomidis et al. 2016).

Diferentes formas de infecgao de B. cinerea sao conhecidas e ocorrem em
dois estagios do ciclo da videira: apdés a antese, quando a inflorescéncia é facilmente
visivel e quando as bagas sao do tamanho de uma ervilha; e no final do ciclo, da virada
de cor até as uvas estarem maduras (Gonzalez-Dominguez et al. 2019). Segundo

Elmer e Michailides (2007), no aparecimento das inflorescéncias, os conidios



provocam a infeccao destas e de bagas jovens por diversas vias: infec¢ao do estilete
e ovulo, estames ou pétalas ou infecgdo das bagas pelo pedicelo.

B. cinerea € um fungo filamentoso presente em diversos ambientes e que
apresenta caracteristica necrotrofica, sendo capaz de excretar metabdlitos como o
glicerol, acido glucbnico, B-glucanas, e enzimas, como pectinases, proteases,
tirosinases e lacases (Steel, Blackman e Schmidtke 2013). A infeccédo deste
fitopatdgeno inicia-se na baga da uva, porém pode permanecer no mosto, provocando
a oxidacdo dos polifendis e alteragdo da coloragdo. O fendmeno de oxidacédo de
polifendis € induzido pela sintese de lacase (Vignault et al. 2020). Perdas e efeitos
sobre a qualidade dos vinhos elaborados sdo conhecidos (Ky et al. 2012).

Além disso, na maior parte dos casos, os vinhos elaborados com uvas
infectadas por B. cinerea possuem caracteristicas sensoriais desfavoraveis, isto deve-
se as bagas infectadas resultarem em uma composi¢cdo alterada e o patégeno
secretar compostos toxicos que afetam a cinética fermentativa das leveduras (Hong
et al. 2011; Agudelo-Romero et al. 2015). Diversos estudos relatam alteragdes
sensoriais de vinhos elaborados com uvas atacadas por podriddo cinzenta, por
exemplo, a produgdo de compostos volateis indesejados (Meneguzzo et al. 2006;
Barata et al. 2011; Ky et al. 2012; Pinar et al. 2017a, Pinar et al. 2017b). Um efeito
positivo da incidéncia de B. cinerea é obtido em condigdes climaticas especificas,
sobretudo em regides de tempo seco, as quais resultam no fenébmeno da Podrid&do
Nobre, com a obtengdo de uvas com maiores concentragcdes de agucares e
elaboracgao de vinhos com elevado teor de etanol e agucares residuais (Pinar et al.
2017a; Negri et al. 2017).

O ciclo de vida do agente causal B. cinerea € considerado complexo
(Gonzalez-Dominguez et al. 2019), desta forma, na presencga de condigées ambientais
adequadas e aplicagao de praticas de manejo incorretas, essa doenga pode provocar
graves perdas nas colheitas. O controle desse patégeno esta diretamente ligado a
aplicagbes quase rotineiras de fungicidas, desta forma, viticultores investem
expressivamente em agentes quimicos (Brink, Calitz e Fourie 2016). No entanto, estas
aplicagdes sao problematicas dado aos riscos de impactos ambientais e ao
surgimento de cepas Botrytis sp. resistentes (Leroch, Kretschmer e Hahn 2011; Hu,
Cox e Schnabel 2016), bem como a preocupagdo com possiveis residuos destes
antifungicos em sucos e vinhos (Edder et al. 2009; Gonzalez-Rodriguez et al. 2011;
Noguerol-Pato et al. 2016; Gava et al. 2021).



A classe de fungicida E3 (dicarboximidas), que inclui clozolinato,
dimetacrilona, iprodiona, procimidona e vinclozolin, é frequentemente relatada e tem
sido extensivamente aplicada contra B. cinerea em todo o mundo. Dos 116 trabalhos
publicados envolvendo controle de B. cinerea em videira, 69 estudaram esta classe,
isolada ou combinada (Gonzalez-Dominguez et al. 2018). Diversos estudos, in vitro e
in vivo, relatam a eficacia da molécula iprodiona no controle do fitopatégeno B. cinerea
(Ampese e Almanca 2019; Ebrahimzadeh e Abrinbana 2019; Wang et al. 2019; Candia
2020).

Agentes com agdo em amplo espectro, como o captana, também sé&o
comumente utilizados para o controle desta doencga. Os tratamentos convencionais
baseados em calendario consistem em aplicacbes semanais protetoras destes
fungicidas durante todo o ciclo da fruta (Hu, Cox e Schnabel 2016; Zuniga et al. 2020).
Estudos relatam a eficiéncia de captana para o controle de B. cinerea em diferentes
culturas (Amiri et al. 2019; Ampese e Aimanga 2019; Prieto et al. 2019; Candia 2020).
Além disso, por se tratar de doencas fungicas de final de ciclo, ou seja, com incidéncia
muito préxima da colheita de uvas, o numero de produtos registrados com prazo de
caréncia que permitam sua aplicagéo é reduzido (Pedrotti et al. 2019), motivo pelo
qual a Captana, que apresenta prazo de caréncia de apenas 1 dia.

A busca de produtos alternativos com menores impactos ambientais e com
eficacia comprovada para o controle de podridao cinzenta foi intensificada nas ultimas
décadas. Estudos recentes focam no potencial dos biofungicidas (Hao et al. 2017,
Calvo-Garrido et al. 2018), atualmente existe um amplo uso de produtos a base de
Trichoderma e Bacillus subtilis para o controle de B. cinerea (Abbey et al. 2018). No
entanto, segundo este autor, a aplicagdo unica desses biofungicidas nem sempre
garante o controle. Desta forma, biofungicidas podem ser usados em combinagéo com
fungicidas sintéticos, reduzindo o uso destes e melhorando a inibigao do fitopatégeno.
Além disso, o uso de nanoparticulas de prata (Ag) e cobre (Cu) também vém
mostrando inibigdo maxima de crescimento de micélio de A. alternaria e B. cinerea,
com doses médias de 15 mg L' (Kim et al. 2012; Ouda 2014; Thangadurai, Sangeetha
e Prasad 2020).

3.2.2. Podridao de Uva Madura

O aparecimento de podridao no cacho € normalmente associado ao agente

causal B. cinerea. Entretanto existe um numero expressivo de outros fungos e



bactérias que podem serem responsaveis pelo apodrecimento das uvas, e este grupo
inclui os fungos do género Colletotrichum sp., associados a podridao da uva madura
(Steel, Blackman e Schmidtke 2013; Echeverrigaray et al., 2020).

A podriddo de uva madura € uma doenga que ocorre geralmente em
vinhedos subtropicais com alta precipitacdo e temperaturas elevadas (20 a 30 °C)
durante os estagios finais do amadurecimento da uva (Steel, Greer e Savocchia 2012).
Assim como a maioria das doencgas fungicas, provoca efeitos tanto no volume de uvas
produzido quanto na qualidade destas (Pedrotti et al. 2019). Em vinhedos da Serra
Gaucha, segundo Miele e Rizzon (2013), a podriddo de uva madura tornou-se uma
das doengas fungicas de maior importancia na ultima década.

O agente causal (patogeno) é a Glomerella cingulata, sendo as espécies
do género Colletotrichum sp. seus anamorfos. Uma grande variedade de espécies de
Colletotrichum responsaveis pela podriddo da uva madura na regido da Serra Gaucha
foi detectada em um estudo recente, havendo maior presenca das espécies C.
viniferum e C. fructicola (Echeverrigaray et al., 2020). Assim como B. cinerea, G.
cingulata comumente ndo possuem uma espécie especifica de hospedeiro (Whitelaw-
Weckert et al. 2007), sendo fitopatdgenos em uma ampla gama de culturas frutiferas
(Steel, Blackman e Schmidtke 2013).

Este patégeno apresenta nas uvas um comportamento hemibiotroéfico,
caracterizado como uma fase biotrofica que avanga para uma fase necrotrofica em
condigdes adequadas (De Silva et al. 2017). Durante o desenvolvimento da doenca,
G. cingulata alcaliniza o tecido hospedeiro pela secreg¢ao ativa de amédnia (Miyara et
al. 2010). A alcalinizacao favorece a formacao de apressoério (Drori et al. 2003) e a
producao de fatores de patogenicidade, como a pectato-liase (Villa-Rivera et al. 2017),
cutinase e peptidases (Cannon et al. 2012).

Na fase necrotrofica, as bagas apodrecem e desenvolvem os sintomas
caracteristicos da doenga, como manchas circulares e marrom avermelhadas na
pelicula (Echeverrigaray et al. 2019). Com o progresso da doenga, as bagas sao
cobertas por conidios de cor salmao, corpos frutiferos (ou acervuli) do fungo que
produzem esporos (Oo e Oh 2017). Estes conidios s&o hialinos, gutulados e com uma
expressiva variagao no tamanho (12 - 21 x 3,5 - 6 um) e no formato. Sob condi¢des
favoraveis, sdo secretados, envoltos em uma massa mucilaginosa hidrossoluvel, que
€ quebrada na presenca de precipitacédo, permitindo a disseminag¢ao (Garrido e Gava

2014) e sendo responsaveis pelo espalhamento da doenga pelo vinhedo (Oo e Oh



2017).

Estudos recentes indicam que G. cingulata produziu uma maior quantidade
de sintomas em bagas do que as infectadas por B. cinerea na auséncia de feridas,
isto deve-se ao fato de C. gloeosporioides possuir mecanismos especificos de
penetracdo nos tecidos da planta por meio de um apressorio (Ludwig et al. 2014;
Machota et al. 2016). Além disso, trabalhos levantam a hip6tese de que as praticas
de manejo para o controle de B. cinerea podem ser ineficazes para o controle de G.
cingulata (Steel, Greer e Savocchia 2007; Greer et al. 2011).

Atualmente, devido as condi¢des climaticas da Serra Gaucha, esta doenca
fungica ndo é plenamente controlada na regiao (Pedrotti et al. 2019), e assim como a
maioria das doencas fungicas, provoca efeitos tanto no volume de uvas produzido
quanto na qualidade destas (Miele e Rizzon 2013). O vinho elaborado de uvas
atacadas por este patdégeno possui qualidade sensorial inferior, de gosto amargo e
aromas desagradaveis, sendo estas caracteristicas de dificil remogao nos processos
enoldgicos (Meunier e Steel 2009).

O género Colletotrichum esta entre os 10 mais importantes fungos
fitopatogénicos do mundo, tanto do ponto de vista cientifico bem como do econémico
(Dean et al. 2012). Dentre todas as opg¢des de tratamento de doengas em plantas, a
principal forma de controle em todo o mundo ¢é a aplicacao de fungicidas (Fisher et al.
2012; Wang et al. 2017). Entretanto, mesmo os fungicidas possuindo o poder de
conter efetivamente estas infecgdes, o uso excessivo pode levar a reducéo da eficacia
e até ao desenvolvimento de resisténcia (Bosch et al. 2014).

Estudos recentes relataram a eficacia de diferentes fungicidas sobre o
Colletotrichum gloeosporioides, como mancozebe, tebuconazole, zineb e
hexaconazole (Satapathy e Beura 2019), entretanto, agentes como azoxistrobina,
piraclostrobina e hidroxido de cobre ndo se mostraram agentes eficientes. Além disso,
pesquisas evidenciaram que o C. gloeosporioides, agente causal da podridao da uva
madura, possui resisténcia a tiofanato-metilico e dietofencarbe (Chen et al. 2014).

Segundo Wang et al. (2020), difenoconazol e o flusilazol, ambos
pertencentes ao grupo triazol, sdo os agentes indicados para o controle do fungo C.
gloeosporioides, neste estudo foram avaliados tebuconazole, difenoconazol, flusilazol
e carbendazim, sendo que os isolados mostraram maior sensibilidade sobre
difenoconazol. Este agente antifungico possui grande destaque, também sendo eficaz

contra C. acutatum em pimentao e morango (Gao et al. 2017; Baggio et al. 2018).



Trabalhos realizados in vitro indicam um controle adequado de C.
gloeosporioides e C. acutatum por agentes do grupo ftalimida, como captafol e
captana (Smith, Wedge e Pace 2013). Além disso, um estudo in vivo com bagas de
uva examinou 11 diferentes grupos quimicos de fungicidas e concluiu que captana,
hidroxido de cobre, octanoato de cobre, mancozebe, azoxistrobina e tetraconazol sao
alternativas para o tratamento de podriddo de uva madura (Oliver 2016).

Na ultima década, tém se intensificado o estudo em produtos alternativos
que possam controlar G. cingulata e que apresentem baixo risco de resisténcia por
parte deste. Estudos recentes demonstram o potencial de nanoparticulas de prata
(Kim et al. 2012; Thangadurai, Sangeetha e Prasad 2020), derivados da quitosana
(Sanchez-Gonzalez et al. 2011; Santos et al. 2012, De Oliveira et al. 2017) e bactérias
produtoras de compostos antifungicos, como B. subtilis (Ashwini e Srividya 2014) e B.

amyloliquefaciens (Mochizuki et al. 2012).
3.3.Efeito de podridées do cacho sobre a qualidade dos vinhos

As doencas fungicas associadas a podriddées do cacho, em especial
podriddo cinzenta e podriddo da uva madura, podem ser responsaveis pela sintese
de compostos capazes de denegrir a qualidade sensorial do vinho. Atualmente, uma
parcela destes compostos € conhecida e bem caracterizada, no entanto, um
expressivo numero permanece ainda sem identificagao (Schueuermann et al. 2019).

Diferentes fenbmenos podem explicar o efeito negativo das podridées de
cacho sobre a qualidade dos vinhos, dentre estes, cabe destacar: A alteracdo no
metabolismo de carboidratos, elevando a concentracdo de polissacarideos de alto
peso molecular e promovendo inconvenientes durante as etapas de vinificagao; a
sintese da enzima oxidativa lacase, diretamente relacionada com o escurecimento na
coloragcdo dos vinhos elaborados; a formacao de compostos responsaveis por
transmitir ao vinho aromas indesejaveis; e a redugcdo na quantidade de compostos
fendlicos, acidos organicos e aromas varietais (Ky et al. 2012; Steel, Blackman e
Schmidtke 2013).

Além disso, as alteragdes sensoriais oriundas da vinificagdo de uvas
atacadas por podridées de cachos sao dependentes do agente fitopatdgeno. Meunier
e Steel (2009) concluiram que o vinho elaborado com uvas Cabernet Sauvignon
atacadas por C. acutatum (podridao da uva madura) distinguiu-se sensorialmente do

vinho elaborado com uvas atacadas por podridao cinzenta (B. cinerea). Determinadas
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espécies de B. cinerea foram consideradas capazes de passar ao mosto odores de
cogumelo e de canfora (La Guerche et al. 2006), enquanto em vinhos processados a
partir de uvas contaminadas por G. cingulata, foi observado menor intensidade de
sabor de fruta em comparagédo com vinhos elaborados com uvas sas (Meunier e Steel
2009).

O numero de estudos que relataram alteracbes na composi¢cdo e na
qualidade sensorial de mostos e vinhos elaborados com uvas infectadas por B.
cinerea (podrid&o cinzenta) vem crescendo nos ultimos anos. Um numero expressivo
de trabalhos publicados na ultima década evidencia esta problematica (Hong et al.
2011; Agudelo-Romero et al. 2015; Ky et al. 2012; Pinar et al. 2016; Pinar et al. 20174a;
Pinar et al. 2017b; Zimdars et al. 2017; Schueuermann et al. 2019; Steel et al. 2020).
Além disso, duas revisdes abordaram este tema (Steel, Blackman e Schmidtke 2013;
Garrido 2015).

Diversos estudos, conduzidos na Alemanha com uvas White Riesling, Red
Riesling e Gewurztraminer, evidenciaram diferentes inconvenientes na vinificacdo de
uvas atacadas por B. cinerea (Pinar et al. 2016; Pinar et al. 2017a; Pinar et al. 2017b).
No mosto, Pinar et al. (2016) concluiram que a infecgao por B. cinerea resultou em
um aumento na concentracdo de sélidos soluveis, na acidez total, que pode ser
explicada pelo aumento na acidez volatil, e na concentracdo de acido octanoico,
substancia amplamente conhecida por seu efeito toxico sobre as leveduras, causando
inibicdo de seu crescimento e inibindo a fermentacéo alcoolica (Stevens e Hofmeyr
1993). Estes resultados vao ao encontro com os encontrados por Agudelo-Romero et
al. (2015), no qual a concentracao de diferentes acidos graxos aumentou em mostos
obtidos de uvas atacadas por B. cinerea. Além disso, Pinar et al. (2016) relataram um
aumento de fenilacetaldeido e metional, os quais, segundo estes autores, séo
responsaveis por desvios aromaticos em vinhos brancos afetados por deterioragao
oxidativa. Os autores formularam a hipotese de que este fenbmeno pode estar
diretamente relacionado com a atividade oxidativa do fungo por meio da lacase.

Quanto ao efeito de B. cinerea na composic¢ao volatil, Pinar et al. (2017a)
relataram a presencga de defeitos organolépticos em mostos e vinhos, conferindo notas
aromaticas que lembram cogumelo, mofo e canfora. Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo de Steel et al. (2020), no qual foram detectadas maiores
concentracdes dos compostos 3-octanona, 1-octen-3-ona e 1-octen-3-ol em mostos

atacados por B. cinerea, diretamente associados a aromas de terra e mofo. Na
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Australia, um estudo de Schueuermann et al. (2019) objetivou avaliar as diferengas
na composicao volatil de mostos de uvas Chardonnay, totalmente ou parcialmente
(10%) infectadas por B. cinerea. Os autores concluiram que uma proporgao de 10%
de bagas infectadas provoca uma alteracdo detectavel nos mostos obtidos
(Schueuermann et al. 2019).

A pesquisa de Ky et al. (2012) confirmou que um vinho tinto vinificado com
uma proporcao de 5% de uvas infectadas por B. cinerea apresenta caracteristicas
organolépticas que comprometem a qualidade sensorial do produto, como um elevado
amargor e aromas desagradaveis. Além disso, os autores concluiram que estas
caracteristicas adquiridas sao irreversiveis durante as etapas de elaboragao do vinho.
Uma elevagao na concentracdo de acidez volatil destes produtos também é relatada
(Ky et al. 2012), e resultado semelhante foi encontrado por Steel et al. (2020).

O estudo de Ky et al. (2012) foi realizado na regido de Bordeaux (Franga)
com uvas da variedade Merlot. No referido estudo, os vinhos tintos elaborados com
as uvas atacadas por podridao cinzenta foram percebidos com menor adstringéncia,
fendmeno este explicado pela redugédo no grau de polimerizagdo médio. Este estudo
demonstrou também que uvas acometidas por podriddo cinzenta sdo responsaveis
por causar desvios organolépticos e depreciagao dos vinhos, ocasionando em notas
aromaticas descritas como terra molhada, vegetal, herbaceo e cogumelo, resultados
que vao ao encontro dos apresentados por Pinar et al. (2017b).

Além disso, foi evidenciado que a infec¢ao por B. cinerea é prejudicial a
composicao fendlica da pelicula da uva, sendo que todos os compostos fendlicos
quantificados foram reduzidos na presenca deste fungo, bem como a concentragao
de antocianinas. A redugdo na concentracdo de antocianinas totais foi também
detectada nos mostos e vinhos elaborados com uvas infectadas (Ky et al. 2012).

No entanto, estes diferentes artigos citam efeitos positivos da B. cinerea
sobre a composigao volatil dos vinhos obtidos, motivos pelos quais o fendbmeno da
podriddo nobre é altamente valorizado em certas regides vitivinicolas (Pinar et al.
2017a; Negri et al. 2017). Pinar et al. (2017a) detectaram um aumento na
concentragao de y-decalactona, um composto do grupo das lactonas e associados a
aromas de péssego e damasco (Kallitsounakis e Catarino 2020). Além disso, Negri et
al. (2017) demonstraram que em condi¢des adequadas a infecgdo natural por B.
cinerea influenciou positivamente no carater das uvas em comparagdo com as uvas

sas.
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Quanto ao efeito da G. cingulata, os impactos do patégeno da podridao da
uva madura no cultivo da uva s&o bem conhecidos e documentados, entretanto, existe
atualmente um baixo numero de trabalhos que avaliaram o impacto desta doencga
sobre o vinho elaborado. O primeiro trabalho publicado que teve por objetivo avaliar o
impacto da podriddo da uva madura sobre o vinho foi no ano de 2009 (Meunier e Steel
2009), sendo que posterior a este trabalho outros autores publicaram sobre o tema
(Barata et al. 2011; Steel, Blackman e Schmidtke 2013; Miele e Rizzon 2013).

As uvas infectadas por podridao da uva madura possuem um gosto amargo
e notas aromaticas negativas. Estes desvios aromaticos ocorrem anteriormente a
apari¢ao de sintomas visuais nos cachos, e, consequentemente, a qualidade do vinho
também ¢é afetada (Meunier e Steel 2009). O primeiro estudo, relatado por Meunier e
Steel (2009), ocorreu na Australia com uvas Cabernet Sauvignon, no qual foi
percebido um aumento na concentragcao de solidos soluveis e na acidez total do mosto
de uvas infectadas por G. cingulata, os autores atribuiram este aumento a
desidratacdo causada pela infecgdo. Quanto a cinética de fermentacao, os autores
concluiram que ndo houve diferencas e o mosto fermentado com uvas atacadas
concluiu sua fermentacido no mesmo momento do tratamento com uvas sas.

Quanto ao vinho elaborado, os mesmos autores indicaram que este
apresentou um maior valor de pH, concentragao de etanol, glicerol, acido glucénico,
acgucares residuais e acidez volatili quando fermentado com uvas atacadas por
podriddo da uva madura (Meunier e Steel 2009). Além disso, constataram que o vinho
elaborado com uvas infectadas apresentou uma coloragdo castanho, ou seja, com
maior tom de marrom. Na analise sensorial, 0s julgadores conseguiram identificar com
clareza diferengas no vinho elaborado com uma proporgao de 3% de uvas atacadas
por podriddo da uva madura em comparacao ao vinho elaborado na auséncia de uvas
infectadas. Além disso, o vinho elaborado com 3% de uvas afetadas foi descrito como
contendo menor coloragéo vermelha, maior amargor e aspereza no paladar, e uma
menor intensidade de aromas frutados, em comparacgao ao vinho elaborado com uvas
sés (Meunier e Steel 2009).

No Brasil, o trabalho de Miele e Rizzon (2013) corrobora com os resultados
apresentados por Meunier e Steel (2009), da forma que ambos os trabalhos
destacaram o impacto negativo sobre a coloragdo dos vinhos elaborados. Miele e
Rizzon (2013) avaliaram o impacto da podriddo de uva madura sobre vinhos obtidos

da variedade Cabernet Sauvignon. A infecgédo por G. cingulata elevou a quantidade
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de solidos soluveis e o pH dos mostos, além disso, o vinho apresentou um maior valor
de pH, concentracao de etanol, extrato seco e cinzas, sendo identificada a redugao
na coloracdo vermelha, intensidade corante, acidez total e do conteudo de
antocianinas. Os autores destacam o fato de o impacto da infeccdo ser mais

expressivo no vinho elaborado (Miele e Rizzon 2013).
3.4. Uso da mistura de fungicidas

A combinagao de dois ou mais agentes para o controle de doengas fungicas
e utilizado ha décadas em diversas culturas (Ebrahimzadeh e Abrinbana 2019). O uso
de uma mistura de fungicidas, com efeito sinérgico, € uma ferramenta util para o
manejo de doengas, ampliando a agao antifungica e impedindo o desenvolvimento da
resisténcia a fungicidas (FRAC 2010).

Estudos experimentais recentes demonstraram que o uso desta estratégia
€ mais adequado que a rotagdo de fungicidas, obtendo-se resultados superiores e
impedindo o desenvolvimento da resisténcia com melhor garantia (Bosch et al. 2014;
Elderfield et al. 2018). Além disso, uma formulacdo de maior eficacia (combinagao
sinérgica) para o tratamento dos fitopatdbgenos pode resultar na redugdo da
quantidade dos agentes quimicos aplicados, reduzindo despesas econémicas dos
agricultores e possiveis impactos ambientais (Gisi 1996; Ebrahimzadeh e Abrinbana
2019), ha também a possibilidade de controlar doengas provocadas por cepas
resistentes (Couch e Smith 1991; Gisi 1996).

No entanto, embora o uso de formulagdes sinérgicas de antifungicos seja
uma ferramenta interessante para o controle do desenvolvimento da resisténcia de
fungos e para a redugao dos produtos quimicos aplicados, atualmente sao poucos os
trabalhos publicados e pesquisas disponiveis sobre os efeitos sinérgicos das misturas
de fungicidas para o controle de G. cingulata e B. cinerea (Zhang, Zhang e Zhu 2008;
Ebrahimzadeh e Abrinbana 2019). Além disso, € imprescindivel destacar que esta
estratégia se refere ao uso de uma mistura de fungicidas na formulagdo do produto
comercial, com base em estudos envolvendo otimizag¢ao, a qual nada se refere com a
pratica de mistura de agrotéxicos em tanque, a qual € uma pratica comum nas
propriedades agricolas mesmo com desvantagens conhecidas e desconhecimento

por parte dos agricultores (Gazziero 2015).
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3.5. Uso da 8-Hidroxiquinolina como antifungico

Globalmente, ha a necessidade de desenvolver novos compostos
antifungicos com os objetivos de reduzir a dose de aplicagao, melhorar a eficiéncia e
a seletividade, obter um modo de agao especifico e um menor impacto ambiental (Kim
et al. 2010; McCarthy et al. 2017; Zhang et al. 2017; Su, Han e Huang 2018; Cortés et
al. 2019). O uso de fungicidas na agricultura é problematico devido ao seu impacto
ambiental (Pefia et al. 2018), aos riscos que representam para a saude dos
agricultores (Upadhayay et al., 2020), ao surgimento de cepas fungicas resistentes
(Leroch, Kretschmer e Hahn 2011; Hu, Cox e Schnabel 2016) e devido as
preocupacgdes sobre a contaminagao por fungicidas em produtos alimentares. Nesse
contexto, a sintese de novas moléculas com menor toxicidade, como os derivados de
8-hidroxiquinolina (8HQ), pode desempenhar um papel importante no controle de
fungos fitopatogénicos.

Os derivados de 8HQ s&do uma subclasse das quinolinas com alta
versatilidade sintética e exibem uma ampla gama de atividades biologicas
reconhecidas. Considerando sua alta reatividade e atividade farmacoldgica, muitos
derivados 8HQ foram sintetizados, otimizados e amplamente estudados (Chan et al.
2013; Serrao et al. 2013; Lam et al. 2014; Kos et al. 2015; Oliveri e Vecchio 2016;
Rbaa et al. 2019). Seus efeitos incluem neuroprotetor (Suwanjang, Prachayasittikul e
Prachayasittikul 2016), antitumoral (Chan-On et al. 2015; Krawczyk et al. 2019),
antibacteriano (Musiol et al. 2010; Enquist et al. 2012), antisséptico (Cherdtrakulkiat et
al. 2016; Abouelhassan et al. 2017), antioxidante (Chobot et al. 2018), antimalarico
(Franchi e Vigni 1967), antiviral (Polanski et al. 2006; Kos et al. 2019) e atividade
antifungica (Musiol et al. 2006; Arafa et al. 2013; Oliveri e Vecchio 2016; Pippi et al.
2017).

A molécula de 8-hidroxiquinolina possui em sua estrutura um anel
heterociclico de seis membros fundido a um anel benzénico, conforme demonstrado
na Figura 1 (Sashidhara et al. 2009). Isso permite uma ampla diversidade estrutural
no projeto de antifungicos. Alguns derivados, como o clioquinol, atuam na parede
celular de fungos, enquanto outros contendo acido sulfénico comprometem a
integridade da membrana, mostrando que € possivel alterar o padrao de substituicao
do nucleo do 8HQ para obter diferentes modos de agao antifungica (Pippi et al. 2019).

Portanto, esses derivados parecem ser alternativas antifungicas promissoras no
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campo da agronomia, por exemplo, diminuiriam a aplicagdo de agroquimicos
altamente toxicos em diferentes culturas, minimizando o efeito da resisténcia
antifangica e os danos prejudiciais ao homem e ao meio ambiente, e ofereceriam

novas perspectivas sobre o controle de fitopatdogenos.

OH

A
A

Figura 1. Estrutura quimica da 8-hidroxiquinolina (8HQ).

A busca de novos agentes antifungicos tornou-se essencial, porém
pesquisas recentes envolvendo moléculas com atividade antimicética ja conhecidas e
alteragdes na estrutura destas, com o objetivo de melhorar a agdo, demonstram um
meio mais simples para este fim (Ngo, Garneau-Tsodikova e Green 2016). Os
derivados da 8-hidroxiquinolina surgem como alternativa antifungica promissora, em
razao de seu amplo espectro antifungico e seu efeito atéxico, o que diminuiria a
aplicacao de agrotoxicos de alta toxicidade na cultura da videira, minimizando o efeito
de resisténcia aos mesmos e os danos nocivos aos seres humanos € ao meio
ambiente, trazendo novas perspectivas a producao viticola.

Varios estudos recentes investigaram o potencial agronémico de derivados
de 8HQ para controlar diferentes fitopatdgenos de diferentes culturas. Bennamara e
Abourriche (2020) avaliaram o crescimento de B. cinerea, Fusarium oxysporum e
Verticillium albo-atrum na presencga de diferentes derivados 8HQ e concluiram que
alguns derivados tinham uma capacidade inibitéria maior do que o fungicida
anfotericina B. Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo de Yin et al.
(2020) em B. cinerea isolada de plantas suscetiveis que mostrou que 32 dos 38
derivados de 8HQ estudados exibiram uma atividade antifungica superior a da
azoxistrobina. Além disso, estudos recentes tém mostrado o potencial dos derivados
de 8HQ no controle de fungos e bactérias em sementes oleaginosas (Yin et al. 2019)

e de fungos associados a doenga do pé preto em videiras (Souza et al. 2021).
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3.6. Impacto dos residuos de fungicidas sobre a fermentacéao alcodlica

na elaborag¢ao de vinhos

Além dos riscos a saude humana, os residuos de agrotoxicos podem ser
também uma fonte de inconvenientes para a industria do vinho (Oliva et al. 2015;
Regueiro et al. 2015; Briz-Cid et al. 2018). No campo, muitas praticas com o objetivo
de mitigar esses problemas surgem a cada ano, incluindo programas de manejo
integrado de pragas, que visam minimizar os impactos ambientais e garantir a saude
dos agricultores (Crump et al. 2018), além de impor limites de seguranga pré-colheita
(Urkude, Dhurvey e Kochhar 2019). Embora essas agdes ajudem a reduzir a
quantidade de agrotéxicos utilizados e, consequentemente, os riscos a saude do
consumidor, estas praticas ndo garantem a auséncia de residuos quimicos nas uvas
e nao levam em consideracdo seus possiveis efeitos sobre o0s processos
microbiolégicos da industria.

A producéo de vinho compreende diversas operacdes e praticas que visam
a transformacao do mosto de uva em vinho (Berbegal et al. 2017). Diferentes
condi¢gdes no meio podem levar a diferentes rotas bioldgicas, resultando em produtos
com diferentes composi¢des. A transformag¢ao de um mosto rico em agucares em uma
bebida alcodlica € um processo bioquimico complexo no qual leveduras, bactérias e
outros microrganismos intervém e interagem (Liu et al. 2017). Dentre eles, as
leveduras, principalmente a S. cerevisiae, sdo 0s principais microrganismos da
vinificagdo responsaveis pela fermentagdo alcodlica, principal bioprocesso na
conversado do mosto em vinho.

Um dos maiores desafios enfrentados na vinificacdo € a interrupgcao da
fermentacao alcoolica (Blateyron e Sablayrolles 2001; Capozzi et al. 2017; Russo et
al. 2019), o que pode resultar em vinhos com quantidade elevada de acgucares e,
sobretudo, aumentar os riscos microbianos, como a possibilidade de contaminagao
por bactérias do acido latico. A redugcao da atividade metabdlica da levedura pode
causar a parada espontanea da fermentagao, e varios fatores (fisicos, biolégicos ou
quimicos) podem ser responsaveis por causar esse fendmeno (Bisson 1999). Embora
varias solugdes estejam disponiveis e o progresso cientifico seja constante, a cada
ano as interrupgdes da fermentacdo geram perdas econdmicas para a industria do
vinho (Maisonnave et al. 2013; Szopinska et al. 2016; Russo et al. 2019).

Residuos de fungicidas podem além de resultar na formagéo de compostos
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volateis indesejaveis (Capece et al. 2018; Briz-Cid et al. 2019), serem téxicos para as
leveduras e impactar na cinética de fermentacdo, podendo resultar em paradas
fermentativas (Russo et al. 2019). Os principios ativos dos fungicidas a base de
enxofre ou cloro tém um efeito negativo na fermentagdo, como folpete, captana,
captafol e tolifluanida (Togores 2018). Togores (2018) também relata que agentes
pertencentes a familia dos triazéis ou imidazodis, que atuam bloqueando a biossintese
do ergosterol de fungos fitopatogénicos, podem ter o mesmo efeito sobre as leveduras
enolodgicas.

As células de levedura respondem de forma diferente a condicdes adversas
durante o processo de fermentacgao, e situagdes de estresse podem ter um efeito
inibitério sobre o crescimento celular (Silva et al. 2016). A modificacdo da estrutura
das células de levedura devido a presenga de fungicidas, como na permeabilidade da
membrana, bem como efeitos adversos nas organelas celulares, podem causar
alteracdes na cinética de fermentagdo (Regueiro et al. 2015), resultando em uma
fermentacao alcodlica ineficiente, com consequéncias organolépticas e econdmicas
(Urkude, Dhurvey e Kochhar 2019).

A captana (N-(trichloromethylthio)ciclohex-4-ene-1,2-dicarboximida) é um
fungicida do grupo Ftalimida. Sua atividade de contato multissitio justifica sua ampla
utilizagdo na viticultura para controle de P. viticola, B. cinerea e Elsinoe ampelina. No
entanto, por conta desta caracteristica, sua agao sobre a levedura pode afetar a
cinética de fermentagdo de mostos. Estudos ja detectaram a presenga de captana
acima do Limite Maximo de Residuos (LMR) estabelecido (Martins et al. 2012). Silva
et al. (2016) relataram que o mosto contaminado com captana nao teve sua
fermentagao concluida, condicdo que levaria a expressivos prejuizos financeiros.

Os fungicidas com principio ativo tebuconazole e difenoconazol séo
pertencentes ao grupo dos triazdis, sendo que sdo amplamente utilizados no controle
de Colletotrichum sp., Uncinula necator e Phakopsora euvitis. No Brasil, 319 amostras
de uva foram analisadas entre 2017 e 2018, sendo o difenoconazol o fungicida mais
encontrado, em 70 amostras, enquanto o tebuconazol foi detectado em 42 amostras
(ANVISA 2019). Um trabalho investigativo sobre o efeito do tebuconazole sobre os
processos de vinificagdo relata que a presenca de 2 mg L' afetou a taxa de
degradagdo dos agucares, além disso, a biomassa formada pelas leveduras foi
significativamente menor (Gonzalez-Rodriguez et al. 2009).

Na ultima década, diversos estudos quantificaram a concentracdo de
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fungicidas encontrados na uva e em seus derivados (Gava et al. 2021). Além disso,
uma série de estudos avaliou o efeito de diferentes residuos de fungicidas na
fermentagcdo do vinho (Gava et al. 2021). Com o objetivo de fornecer novas
perspectivas sobre a presenga de fungicidas em uvas e seu impacto na producéo de
vinhos, um artigo de revisao foi elaborado (Apéndice 1) e encontra-se publicado em
Food Additives & Contaminants: Part A (Gava et al. 2021), o qual descreve os
principais agentes fungicidas encontrados em uvas e seus derivados, e fornece uma
visdo geral de seus impactos na fermentagao alcodlica.

A literatura compilada na revisdo demonstra que varios compostos
antifungicos podem permanecer em niveis residuais durante o processo de
vinificagdo. A revisdo destaca como expressivas as concentracbes de residuos
encontradas para alguns compostos em uvas e em seus derivados e que a presenca
de diferentes fungicidas pode resultar em efeitos negativos no processo de vinificagéao.

Em geral, todos os fungicidas citados na revisao resultaram em um impacto
negativo na produgao de vinho e, na maioria dos casos, observou-se um efeito na
cinética fermentativa. Além disso, efeitos também foram relatados na producao de
acidez volatil (Bizaj et al. 2011; Capece et al. 2018; Briz-Cid et al. 2019) e glicerol
(Scariot et al. 2016a; Sieiro-Sampedro et al. 2020), reducgao do teor de etanol (Sarris
et al. 2009; Gonzalez-Rodriguez et al. 2011; Milanovi¢, Comitini e Ciani 2013; Martins
et al. 2014; Noguerol-Pato et al. 2014; Capece et al. 2018; Castro-Sobrino et al. 2019),
formacao de biofilme (Russo et al., 2019), reducéo da diversidade microbiana (Cadez,
Zupan e Raspor 2010; Zara et al. 2011; Cordero-Bueso, Arroyo e Valero 2014;
Escribano-Viana et al. 2018) e alteragcbes na estrutura celular da levedura (Scariot et
al. 2016a; Scariot et al. 2017; Scariot et al. 2018).

Com base nas evidéncias reunidas e apresentadas, nossa revisao da
literatura enfatiza as preocupagdes levantadas pelo impacto desses agentes
antifungicos no processo de fermentacdo. Existe um vasto campo de investigacao
para futuras pesquisas que estudem e elucidem os mecanismos e consequéncias
destas moléculas sobre leveduras e sobre o processo de fermentagdao, bem como
acdes preventivas que podem ser adotadas na vinha e na industria como um todo
para mitigar potenciais perdas causadas pelo uso de fungicidas. Na verdade, um
pequeno numero de estudos esta avaliando ativamente o efeito dos fungicidas
combinados, bem como as implicacbes do uso de produtos alternativos para o

controle de pragas em vinhedos.
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Além disso, tém se intensificado nos ultimos anos o uso de leveduras néao-
Saccharomyces na enologia, com o objetivo de obter vinhos com maior complexidade
aromatica (Morata et al. 2020; Borren e Tian 2021). Entretanto, estudos recentes
concluiram que fungicidas utilizados no controle de B. cinerea, como iprodiona,
pirimetanil, fludioxonil e ciprodinil, interferem na atividade destas leveduras mesmo
estando em concentracdes abaixo da legislacdo (Kosel, Raspor e Cadez, 2019),

podendo prejudicar a complexidade aromatica da bebida.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Locais de realizacido da pesquisa

Os experimentos in vitro, envolvendo o efeito dos agentes antifungicos
sobre os fungos, foram conduzidos no laboratério de Micologia Aplicada da Faculdade
de Farmacia da UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul) e no Laboratério
de Enologia e Microbiologia Aplicada do Instituto de Biotecnologia da UCS
(Universidade de Caxias do Sul). Os experimentos envolvendo a fermentagao de
mosto de uva foram conduzidos na Vinicola-Escola e no laboratério de Enologia do
IFRS-BG (Instituto Federal do Rio Grande do Sul - Campus Bento Gongalves).

4.2. Cepas fungicas selecionadas para a pesquisa

Os fungos fitopatogénicos, isolados de uvas, foram obtidos da Micoteca do
Laboratério de Fitopatologia do IFRS-BG (Numero de cadastro SisGen A7F3DBF,
Anexo 1) com a localizagdo geografica 29°09'48,6”S/51°31°19,5"0, conforme tabela
1.

Tabela 1. Cepas depositadas na Micoteca do Laboratério de Fitopatologia do

IFRS-BG.
Espécie ID Colecao IFRS
B. cinerea IFBG-1402
G. cingulata IFBG-1405
G. cingulata IFBG-1406

As leveduras S. cerevisiae utilizadas nos ensaios in vitro e nos ensaios
fermentativos foram cepas comerciais adquiridas pelo IFRS-BG e pela UCS. As
leveduras Zymaflore X5, obtida da Laffort (Bordeaux, Franga), e Mauriferm Y904,
obtida da AB Biotek (Peterborough, Reino Unido), foram utilizadas nos ensaios
fermentativos.

Para os ensaios envolvendo viabilidade celular e citometria de fluxo, a
levedura S. cerevisiae BY4741 (MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0) e seus
mutantes isogénicos Y0233 (aif1::kanMX4), Y01217 (nuc1::kanMX4), e Y06233
(ycal::kanMX4) com delegdes no fator-1 indutor de apoptose, os genes da nuclease
mitocondrial e a metacaspase 1, respectivamente, foram obtidos da Euroscarf
(Frankfurt, Alemanha).
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4.3. Moléculas selecionadas para a pesquisa

O novo analogo da 8-hidroxiquinolina estudado foi obtido a partir de acidos
sulfénicos (1) os quais foram convertidos nos cloretos de sulfonila (2) por reagao com
o acido clorossulfénico. A seguir, os cloretos (2) foram transformados nas

sulfonamidas (3) por reagdo com as varias aminas comerciais (Figura 2).
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Figura 2. Sintese dos novos derivados de 8-hidroxiquinolinas.

5

O composto PH151, 8-Hidroxiquinolina-5-(N-4-clorofenil)sulfonamida (335
g mol) foi sintetizado conforme descrito por Joaquim et al. (2019) e sua estrutura
quimica € mostrada na Figura 3. A metodologia e caracterizagao de PH151 & descrita
por Joaquim et al. (2019). A um baldo de fundo redondo foi adicionado acido
clorossulfénico (11 equivalentes) e 8-hidroxiquinolina (0,5 g). A solugao foi mantida
em agitacao por 18 horas. A seguir, a mistura foi vertida cuidadosamente em um funil
de separagcao que continha 100 mL de solugéo salina, 50 g de gelo e 150 mL de
diclorometano. Apds extracdo do intermediario cloreto de sulfonila com o solvente
organico, a fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada.
Ao intermediario 8-hidroxiquinolina-5-cloreto de sulfonila resultante, foi adicionada
uma solucdo de 4-cloroanilina (4 equivalentes) em acetonitrila e essa solucao foi
mantida por 3 horas a 80 °C. Finalmente, a mistura foi concentrada e o PH151
resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica (eluente Ciclohexano:
acetato de etila 8:2). O grau de pureza obtido foi superior a 95%, usando-se de

cromatografia em coluna, que foi confirmada por espectros de RMN de 1H e 13C



22

(Joaquim et al., 2019).
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Figura 3. Estrutura quimica do derivado da 8-hidroxiquinolina (PH151).

A partir da consulta aos fungicidas registrados no Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para as doencas fungicas estudadas (sistema
AGROFIT) e através de revisdo bibliografica, foram estabelecidos para estudo os
produtos comerciais registrados com os ingredientes ativos captana, difenoconazol e
iprodiona (Tabela 2).
Tabela 2. Fungicidas registraojjos testados.

Substancia Referéncias
Ativa

Nome Empresa Cidade, Principio
Comercial P Pais Ativo

Ampese e Almanca, 2019 &

FMC Campinas, Caceres Candia, 2020 3;

Rovral® — quimica — Brasil Iprodiona 50,0 Ebrahimzadeh e Abrinbana,
2019 #; Wang et al.,20192
. . Ampese e Almanga, 2019 2,
O"é%%%de UPL Cag“rg';"as’ Captana 50,0  Céceres Candia, 2020 2 Smith
etal., 2013 ®; Oliver, 2016 °;
Basiléia, : Wang et al.,2020 ; Gao et al.,
Score®  Syngenta Suica Difenoconazol 25,0 2017 b Baggio et al., 2018 b;
aB. cinerea; ® G. cingulata.
4.4, Meios de cultura

Os fungos fitopatogénicos B. cinerea e G. cingulata foram cultivados a 25
°C em placas de petri contendo meio BDA (agar batata dextrose, 4 g L' de infusdo de
batatas, 20 g L-! de Glicose, 1,5 g L' agar-agar, pH 5,5) obtido da Merck (Darmstadt,

Alemanha). Os ensaios de concentragbes inibitérias minimas dos fungos
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fitopatogénicos foram realizados com meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute 1640, Gibco, Nova York, EUA), sem bicarbonato de sédio, tamponado com
MOPS (acido morfolinopropanosulfénico, Sigma-Aldrich) e ajustado para pH 7,0.

As leveduras foram cultivadas a 28 °C sob agitagdo constante (150 rpm)
em caldo YEPD (2% de extrato de levedura, 1% de peptona, 2% de glicose, pH 6,5)
ou em caldo YNB (0,67% de base de nitrogénio de levedura com aminoacidos, 2% de
glicose, pH 6,5). Os testes de concentracgdes inibitérias minimas para leveduras em
sistema fermentativo foram realizados com mostos sintéticos descritos por Rossignol
et al. (2003) e Pérez et al. (2021), com algumas modificagdes: 200 g L' de aglcares
redutores (100 g L' de glicose + 100 g L' de frutose); 7 g L' de acido tartarico; 6 g L
' de acido malico; 0,6 g L' de acido citrico; 0,67 g L' de (NH4)2S04; 0,67 g L de
K2HPO4; 0,5 g L' de caseina hidrolisada; 0,25 g L' de MgSQO4-7H20; 0,25 g L' de
FeS047H20; 0,15 g L' de NaCl; 0,15 g L' de CaCl2:2H20; 7,5 mg L' de
ZnS04:7H20; 1 mg L' de KI; 0,4 mg L' de CoCl2:6H20; 1 mg L' de H3BO3; 1,5 mg L
T de CuClz; 1 mg L' de Mo; 20 mg L' de mio-inositol; 0,05 mg L' de biotina; 0,25 mg
L-! de cloridrato de tiamina; 0,25 mg L' de cloridrato de piridoxina; 2 mg L' de acido
nicotinico e 1,5 mg L' de pantotenato de calcio. O pH foi ajustado para 3,5 com NaOH
(1 M).

4.5. Testes de atividade antifungica sobre fungos fitopatogénicos
451. Determinac&o da concentragdo inibitéria minima (CIM)

Para a avaliagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos fungicidas,
a diluicdo destes seguiu as recomendagdes do protocolo M38-A2 do CLSI (2008). A
molécula derivada da 8-hidroxiquinolina (PH151) foi diluida em dimetilsulfoxido
(DMSO).

O in6culo fungico utilizado nos ensaios constituiu-se de uma suspenséo de
conidios obtidos a partir de culturas de sete dias de idade, cultivadas em meio BDA e
ajustadas em camara de Neubauer para a uma concentragédo de 2,5 x 10° conidios
mL-! (Spolti et al. 2012). O teste de susceptibilidade, segundo o protocolo M38-A2 da
CLSI (2008), foi realizado em placas de microdiluicdo estéreis, descartaveis, com 96
pOGOS.

A leitura para determinacao da CIM foi realizada a partir do método visual,

observando-se o desenvolvimento dos microrganismos em relagdo ao controle
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negativo, considerando a formagédo ou nao de crescimento micelial na cavidade da
placa e turvacdo do meio. Foi determinada como CIM a menor concentragao do
micelial dos fungos. Quatro repeticbes foram feitas para cada antifungico. Os

resultados dos valores de CIM foram expressos em mg L' e em ymol L.

4.5.2. Avaliagao da inibicdo de crescimento micelial de G. cingulata em

placa de Petri

Colbnias fungicas dos isolados de G. cingulata testados (IFBG-1405 e
IFBG-1406) foram cultivadas em meio BDA por sete dias para a retirada de discos de
micélio com 8 mm de didmetro, os quais foram transferidos para o centro de novas
placas de Petri com o meio BDA contendo os antifungicos testados. As placas foram
mantidas a 25 °C em escuro continuo. O diametro da coldnia foi medido apds 7 dias
para o isolado IFBG-1405 e 5 dias para o isolado IFBG-1406, em duas dire¢des
perpendiculares. A Figura 4 apresenta esquematicamente como foi realizado o

procedimento descrito.

Figura 4. Esquema do procedimento realizd para acompanhamento do crescimento
micelial de G. cingulata.

=

O desenvolvimento de uma formulagcdo envolvendo mais de dois
componentes requer algumas especificidades experimentais (Cornell 2011). O
planejamento experimental especifico para misturas, simplex-centréide expandido, foi
utilizado neste ensaio a fim de avaliar a existéncia de sinergismo de trés agentes

antifangicos sobre a inibicdo do crescimento micelial. O delineamento para trés
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componentes (trés antifungicos) foi composto de 10 ensaios com cinco repeticdes em
cada ponto. Como tratamento controle positivo, foi realizado um ensaio adicional em
que os fungos foram inoculados em placas contendo apenas DMSO no meio BDA. As
proporcbes em cada formulagcdo, expressas em pseudocomponentes, estdo
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Pseudocomponentes dos pontos experimentais do ensaio de combinacao
de diferentes agentes antifungicos para inibicdo de crescimento micelial de G.
cingulata.

o Pseudocomponentes
Ponto § X X2 X3
W PH151 Captana Difenoconazol
Vertice1 1 1 0 0
Vertice2 2 0 1 0
Vertice3 3 0 0 1
Lateral 1 4 s o 0
Lateral 2 5 A 0 1
Lateral3 6 0 Y A
Centro 7 s Vs V&
Axial 1 8 % Ve Y6
Axial 2 9 Ve % Y6
Axial3 10 4 4 %
DMSO 11 0 0 0
Controle + 12 0 0 0

O derivado da 8-hidroxiquinolina (PH151), Captana (nome comercial:
Orthocide 500®), e Difenoconazol (nome comercial: Score®) foram testados para dois
isolados de G. cingulata. Os limites superiores, doses maximas para cada antifungico
dentro das misturas, foram estabelecidos através dos resultados obtidos nos ensaios
da concentragdo inibitéria minima (CIM) para cada um dos isolados de G. cingulata
estudados. O delineamento foi repetido duas vezes, utilizando como limites superiores
a sub-CIM (CIM/2) e a CIM dos fungicidas. As concentragdes reais testadas em cada
ensaio estdo apresentadas na Tabela 4 para o isolado IFBG-1405 e na Tabela 5 para
o isolado IFBG-1406.
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Tabela 4. Concentracdes reais da mistura dos antifungicos testados em G.
cingulata IFBG-1405.

Ensaio ClTM CIM
° Concentragdes Reais (mg L) Concentragdes Reais (mg L)
Ponto & Xi Xz Xs Xi Xz Xs
o PH151 Captana Difenoconazol PH151 Captana Difenoconazol
Vertice 1 1 1 0 0 2 0 0
Vertice 2 2 0 8 0 0 16 0
Vertice 3 3 0 0 16 0 0 32
Lateral 1 4 0,5 4 0 1 8 0
Lateral 2 5 0,5 0 8 1 0 16
Lateral 3 6 0 4 8 0 8 16
Centro 7 0,33 2,66 5,33 0,66 5,33 10,66
Axial 1 8 0,67 1,33 2,66 1,33 2,66 5,33
Axial 2 9 0,17 5,33 2,66 0,33 10,66 5,33
Axial 3 10 0,17 1,33 10,66 0,33 2,66 21,33
DMSO 11 0 0 0 0 0 0
Controle + 12 0 0 0 0 0 0

Tabela 5. Concentracdes reais da mistura dos antifungicos testados em G.
cingulata IFBG-1406.

Ensaio CITM CIM
° Concentragdes Reais (mg L") Concentragdes Reais (mg L")
Ponto & X1 Xz Xs X1 Xz Xs
o PH151 Captana Difenoconazol PH151 Captana Difenoconazol
Vertice 1 1 1 0 0 2 0 0
Vertice 2 2 0 32 0 0 64 0
Vertice 3 3 0 0 2 0 0 4
Lateral 1 4 0,5 16 0 1 32 0
Lateral 2 5 0,5 0 1 1 0 2
Lateral 3 6 0 16 1 0 32 2
Centro 7 0,33 10,66 0,66 0,66 21,33 1,33
Axial 1 8 0,67 5,33 0,33 1,33 10,66 0,66
Axial 2 9 0,17 21,33 0,33 0,33 42,66 0,66
Axial 3 10 0,17 5,33 1,33 0,33 10,66 2,66
DMSO 11 0 0 0 0 0 0
Controle + 12 0 0 0 0 0 0

Neste trabalho, PH151, captana e difenoconazol foram representadas

pelas variaveis de entrada, para o sistema em estudo, designado por X1, X2 e Xs,

respectivamente. A Figura 5 mostra o projeto experimental de 3 componentes do

simplex-centroide,

em que os dez circulos

representam as misturas de

PH151/captana/difenoconazol preparadas para obter uma superficie de resposta
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apropriada, usando a expressao do modelo cubico especial (Cornell 2011), mostrado
na Eqg. (1). Os valores de inibicdo de crescimento micelial (%) para cada ponto
experimental foram utilizados como variavel resposta, sendo estes calculados em

comparacgao com o tratamento controle (sem adigdo de fungicidas).

Difenoconazol
0.0091.00

" 0.00 025 0.50 0.75 1.00

PH151 Captana
Figura 5. Delineamento experimental simplex-centrdide expandido para 3
compostos.
q
_ (1)
y = Bix; + ﬁuxx] + Bijk XiXjXy
i=1 i<j i<j<k

Os modelos matematicos ajustados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) para avaliar a significancia (p <0,05) e o coeficiente de
determinagao ajustado (R? ajustado). O pacote mixexp (Lawson e Willden 2016) no
software R versdo 4.0.2 (R Core Team 2021) foi utilizado no planejamento das

misturas e na analise dos dados obtidos experimentalmente.

4.6. Ensaios do efeito dos antifungicos sobre leveduras

4.6.1. Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) de PH151

sobre leveduras S. cerevisiae

Para a avaliagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) do derivado da
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8-hidroxiquinolina (PH151) sobre as leveduras, duas condi¢gbes de crescimento foram
testadas. Em meio YEPD (pH 6,5, sistema respiratério) e em mosto sintético (pH 3,5,
sistema fermentativo). A molécula derivada da 8-hidroxiquinolina (PH151) foi diluida
em dimetilsulféxido (DMSO). Neste ensaio, as cepas de levedura S. cerevisiae
BY4741 e Y904 foram utilizadas. O indéculo das leveduras utilizado nos ensaios
consistiu-se em uma suspensao de células obtidas a partir de culturas de 24 horas,
cultivadas em meio YEPD, com uma concentragdo ajustada para 1 x 10° células mL-
1.

A leitura para determinacdo da CIM foi procedida a partir da leitura da
microplaca no comprimento de onda de 595nm utilizando o leitor de microplacas Asys
Expert Plus (Biochrom, Cambridge, Reino Unido), sendo realizada a leitura visual para
confirmacédo. Foi determinada como CIM, a menor concentragdo capaz de produzir
inibicdo total do desenvolvimento das leveduras apds 24 h de cultivo. Os valores de
CIM foram expressos em mg L' e em pmol L' e os dados referentes a inibigdo do
crescimento foram expressos como uma porcentagem da inibigdo do crescimento (%).

Os experimentos foram feitos em triplicata.
4.6.2. Ensaio de crescimento e viabilidade de levedura

As células de levedura BY4741 e de seus mutantes isogénicos foram
cultivadas em meio YEPD, transferidas para um novo frasco e crescidas até fase
exponencial de crescimento, apos 1 x 107 células mL™" foram lavadas com 0,9% NaCl
e inoculadas em meio YNB contendo 47,8, 95,5, ou 191 umol L' de PH151 (16, 32 e
64 mg L").

As células tratadas com PH151 em diferentes concentragcbes e controle
(células tratadas apenas com DMSO) foram incubadas por 360 min (6 h) em agitador
orbital (150 rpm; 28 °C) e a viabilidade celular foi determinada por ensaio local. As
culturas foram diluidas em séries de dez vezes e aliquotas de 10 uL foram colocadas
em placas de YEPD. As placas foram incubadas a 28 °C por 24 h, o numero de
unidades formadoras de colénias (UFC) foi determinado. Os resultados foram
expressos como porcentagens de UFC em comparagdo com os de células néo
tratadas com PH151 (viabilidade em % UFC).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
de viabilidade dos diferentes mutantes isogénicos comparadas pelo teste de Student
(teste t) a 5% de probabilidade.
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4.6.3. Integridade da membrana celular, ativagdo da metacaspase,

acumulo de ROS e potencial de membrana mitocondrial

As células de levedura BY4741 foram cultivadas em meio YEPD,
transferidas para um novo frasco e crescidas até fase exponencial de crescimento,
apds 1 x 107 células mL"' foram lavadas com 0,9% NaCl e inoculadas em meio YNB
contendo 47,8, 95,5, ou 191 ymol L' de PH151 (16, 32 e 64 mg L™).

Integridade da membrana celular, ativacédo da metacaspase, acumulo de
ROS e potencial da membrana mitocondrial foram avaliados por citometria de fluxo
em citdmetro de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience, San Jose, EUA) equipado com
laser de ion-argbnio com emissao de 488 nm. Os dados do citbmetro de fluxo de
20.000 células foram adquiridos usando o software CellQuest Pro (BD Bioscience,
San Jose, EUA) e a analise de dados foi realizada usando o software FlowJo v.10 (BD
Bioscience, San Jose, EUA).

A integridade da membrana celular e a atividade da esterase intracelular
foram avaliadas usando o kit FungalLight ™ Yeast CFDA, AM/Propidium lodide Vitality
Kit (Invitrogen, Carlsbad, EUA), que inclui dois corantes: iodeto de propidio (PI,
propidium iodide), um corante de acido nucleico que penetra apenas nas células
danificadas da membrana, e diacetato de 5-carboxifluoresceina acetoximetil (CFDA,
5-carboxyfluorescein diacetate acetoxymethyl), um substrato esterase permeavel as
células, que é clivado por esterases nao especificas, resultando em um produto verde
fluorescente. As analises de coloragao e citdbmetro de fluxo foram realizadas seguindo
as instrucdes do fabricante.

O acumulo de ROS intracelular foi quantificado utilizando os corantes
sensiveis ao diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH, 2',7-dichlorofluorescein
diacetate, Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) e ao dihidroetidio (DHE, Sigma-Aldrich, San
Luis, EUA). As solugdes-estoque de DCFH e DHE foram preparadas em DMSO (5 mg
mL"). As amostras tratadas com PH151 ou de controle foram coradas com uma
concentragdo final de 5 yg mL' para cada corante e incubadas por 30 min em
temperatura ambiente. As amostras foram avaliadas por citometria de fluxo usando
FL1 (488/533) para DCFH e FL3 (488/670) para DHE.

Para avaliar o potencial da membrana mitocondrial (Awm), as células foram
coradas com 175 nM de iodeto de 3,3'-dihexiloxacarbocianina (DiOC6, 3,3-

dihexyloxacarbocyanine iodide, Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) por 30 min a 30 °C no
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escuro. Apos a coloragao, as células foram analisadas por citometria de fluxo usando
filtro FL1.

A ativacao da metacaspase foi detectada usando um corante fluorescente,
CaspACE FITC-VAD-FMK (Promega, Madison, EUA), que se liga irreversivelmente
as caspases ativas. As células tratadas com PH151 e de controle foram incubadas
com o corante por 30 min no escuro. Sua fluorescéncia foi medida por citometria de
fluxo usando o filtro FL1.

4.6.4. Ensaios fermentativos em mosto de uva

O mosto utilizado para o experimento (safra 2019) foi obtido de uvas da
variedade Chardonnay (Vitis vinifera), oriundas da estagdo experimental do IFRS —
Campus Bento Gongalves (29°03'33,8"S 51°34'40,2"W, 530m), cujos tratamentos
fitossanitarios sao controlados e conhecidos. O processo de obtencdo do mosto deu-
se a partir da prensagem de um lote de 400 Kg de uvas ndo desengagadas em prensa
cilindrica pneumatica modelo PPA9 (Enoveneta, Piazzola sul Brenta, Italia) sob ciclos
de pressado e giros do tambor controlados (Tabela 6). Optou-se por utilizar esta
variedade por ser amplamente difundida, sendo mil hectares ocupados com esta
variedade em 2015, a segunda na lista das Vitis vinifera cultivadas, representando
também parcela expressiva das uvas processadas para espumantes (De Mello e
Machado 2017).

Tabela 6. Ciclo de prensagem, pressédo e tombamento, programado e executado na
prensa pneumatica.

Ciclo Pressao Numero de T_empo
(bar) tombamentos (minutos)
1 0,0 o e
2 0,4 3 2,5
3 0,6 3 3,3
4 1,6 3 3,3
5 1,8 3 3,3
6 2,0 6 6,7

Com base nos trabalhos de Zoecklein (1998) e Kemp et al. (2015), a
separacao das fracbes do mosto deu-se a partir do controle do volume de mosto
extraido, por meio do acompanhamento das porcentagens de mosto extraidas. De
acordo com Zoecklein (1998), a primeira fragdo da prensagem (5%) contém poeira e
residuos, e é frequentemente oxidada como resultado dos impactos durante a colheita

e transporte. Neste trabalho, os primeiros 20 L de mosto foram separados e
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descartados, e a fragdo intermediaria (mosto flor) foi utilizada nos ensaios
fermentativos.

A clarificacdo do mosto foi realizada apos adicdo de anidrido sulfuroso (30
mg L"), com o auxilio de enzimas pectoliticas (30 mg L), gelatina comercial (0,15 mL
L") e solugdo de sol de silica (1,5 g L"). Durante o processo, 0 mosto permaneceu a
8 °C durante um periodo de 12 h, sendo que a parcela clarificada foi empregada no
estudo.

O efeito dos agentes antifungicos PH151, captana, difenoconazol e
iprodiona sobre a cinética fermentativa de uma levedura enoldgica foi avaliado. A
concentragado estudada para os produtos registrados foi estabelecida com base na
consulta a legislacdo vigente, ou seja, através do Limite Maximo Residual (LMR)
estipulado pelo Programa de Analise de Registro de Agrotéxicos (PARA) da ANVISA.
Para a molécula derivada da 8-hidroxiquinolina, a presengca no mosto de uva foi
estudada nas concentragdes de 0,2, 1 e 4 mg L' de PH151. Por se tratar de uma
molécula n&o registrada e nao utilizada na agricultura até o momento, nao existe uma
legislagcdo que estabelega limites maximos residuais para a 8-hidroxiquinolina e seus
derivados. Diante disto, 3 concentra¢gdées de PH151 foram estudadas e nos permitem
comparar o efeito residual de PH151 com as demais moléculas estudadas, além disso,
o LMR estabelecido para uma série de fungicidas varia entre 0 e 5 mg L', com
excegdo de Folpete que possui LMR de 15 mg kg'. A Tabela 7 apresenta os
tratamentos experimentais conduzidos.

Tabela 7. Tratamentos experimentais conduzidos no ensaio fermentativo com mosto
de uva.

Tratamento Agente Concentragao LMR'
Experimental  Antifingico  estudada (mgL') (mgL™)

1 PH151 4 e
2 PH151 1T e
3 PH151 02 -
4 Captana 1 2
5 Difenoconazol 1 0,5
6 Iprodiona 1 1
7 Controle - e

"Limite maximo residual (LMR) determinado pela ANVISA.
Para o estudo, a levedura comercial enolégica Zymaflore X5 (S. cerevisiae,

Laffort, Bordeaux, Francga) foi testada e empregada para a inoculagdo das amostras.
A hidratagao e aclimatagéao foi realizada com agua destilada a 37 °C por 15 minutos,

conforme ficha técnica dos fabricantes. Apds aclimatagao, a inoculacdo ao mosto deu-
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se utilizando a dose de 20 g hL™".

As fermentagdes foram conduzidas em recipientes com volume de 400mL
contendo 250 mL de mosto e com temperatura controlada de 15 °C. O curso da
fermentagao foi mensurado a partir da representagao grafica da produgao de didxido
de carbono (CO2) em fung¢ado do tempo (horas). A produgao de CO:2 foi mensurada de
maneira indireta por meio da perda de massa dos fermentadores em balanca estatica
em intervalos de oito horas, ao longo de aproximadamente 8 dias (Lépez et al. 2004;
Peltier et al. 2018; Nguela et al. 2019; Gava, Borsato e Ficagna 2020). As
fermentagdes foram consideradas concluidas quando a taxa de produgao de COz2 foi
menor que 0,05 g L' h'.

Os dados da cinética fermentativa tiveram ajuste sigmoidal nao linear de
acordo com a regressao logistica de cinco parametros (5PL), apresentados na Eq. (2)
(Gottschalk e Dunn 2005).

(a—d) _
(¢+®7) @

A partir da modelagem matematica, foram determinados diferentes

y=d+

parametros cinéticos: tempo da fase de laténcia (h) para produg¢ao de CO:2 (tLag), taxa
maxima de produgio [Vmax] (g L' h™'), tempo em que ocorre a Vmax (tvmax), €m horas,
e a produgdo maxima de CO2 (Ymax), em g L™ (Albertin et al. 2013; Gava, Borsato e
Ficagna 2020). As equagdes para cada parametro foram obtidas de acordo com a
metodologia descrita por Zwietering et al. (1990), Longhi et al. (2017) e Gava, Borsato
e Ficagna (2020).

O pacote OenoKPM (Gava 2021) no software R versdo 4.0.2 (R Core Team
2021) foi utilizado na modelagem matematica das curvas, obten¢cdo dos parametros
cinéticos e das métricas estatisticas. O teste de Tukey foi utilizado para determinar
diferencas significativas entre os grupos analisados. As diferengcas foram

consideradas significativas com p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Atividade antifungica do derivado da 8-hidroxiquinolina (PH151)

sobre fungos fitopatogénicos da videira

5.1.1.  Concentragao inibitéria minima (CIM) de PH151 e outros agentes

antifungicos para isolados de G. cingulata e B. cinerea

A Tabela 8 apresenta os valores encontrados referentes a concentragao
inibitéria minima (CIM), em mg L' e umol L, dos diferentes isolados de fungos
fitopatdogenos estudados. Os quatro compostos quimicos testados ndo apresentam
diferencas expressivas em sua massa molar, desta forma, como pode ser visto na
Tabela 8, a propor¢céo da quantidade molar estudada acompanha aproximadamente
a quantidade de massa de cada antifungico testado.

Para o isolado B. cinerea IFBG-1402, a menor concentragédo capaz de inibir
totalmente a germinacgdo dos esporos foi de 4 mg L™, tanto para PH151 quanto para
difenoconazol. Os demais antifungicos, captana e iprodiona, apresentaram um valor
de CIM de 8 mg L'. Quanto aos valores de CIM para G. cingulata, destaca-se que
para ambos os isolados estudados as menores concentragdes capazes de inibir este
fungo foram obtidas quando na presenca de PH151, sendo constatada a CIM de 2 mg
L-' de PH151 para ambos os isolados de G. cingulata.

Quanto aos demais antifungicos testados, o comportamento observado de
cada antifungico foi diferente em cada isolado de G. cingulata estudado, com excegéo
do composto iprodiona, que para ambos isolados a CIM estimada foi superior a 64 mg
L-'. No isolado IFBG-1405, captana apresentou um valor de CIM duas vezes menor
em comparagao a difenoconazol, comportamento contrario ao observado no isolado
IFBG-1406, no qual captana apresentou um valor de CIM 16 vezes maior que o valor
encontrado para difenoconazol.

Os resultados obtidos a partir da CIM demonstram que o derivado da 8-
hidroxiquinolina possui um efeito superior, ou similar, em relagdo aos fungicidas

comerciais testados e registrados para o controle de B. cinerea e G. cingulata.
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Tabela 8. Concentragdo inibitéria minima (CIM) de diferentes antifungicos sobre
isolados de G. cingulata e B. cinerea, em mg L' e umol L.

mg L' (ug mL")

PH151 Captana Difenoconazol Iprodiona

B. cinerea IFBG-1402 4 8 4 8

G. cingulata IFBG-1405 2 16 32 >64

G. cingulata IFBG-1406 2 64 4 >64
pmol L

B. cinerea IFBG-1402 11,94 26,61 9,85 24,23

G. cingulata IFBG-1405 5,97 53,23 78,77 >193,84

G. cingulata IFBG-1406 5,97 212,91 9,85 >193,84

5.1.2. Efeito da combinagdo de PH151, captana e difenoconazol na

inibicdo de crescimento micelial de G. cingulata

O crescimento do micélio fungico de dois isolados de G. cingulata foi
avaliado em placas de petri contendo meio BDA. Com o objetivo de avaliar o
comportamento da combinagédo de trés diferentes antifungicos (PH151, captana e
difenoconazol), o delineamento experimental especifico para avaliar o comportamento
da mistura de componentes, simplex-centroide expandido, foi utilizado. Devido ao fato
de os isolados selecionados apresentarem velocidades de crescimento distintas, o
diametro da colbnia foi medido apds sete dias para o isolado IFBG-1405 e 5 dias para
o isolado IFBG-1406, em duas diregdes perpendiculares. A variavel resposta utilizada
para a modelagem e predi¢ao foi a porcentagem de inibicdo de crescimento micelial
de cada tratamento em fungéo do tratamento controle (Inibi¢ao (%) de crescimento
micelial).

As respostas experimentais que foram obtidas com base na variavel
independente estdo registradas na Tabela 9. Os experimentos foram conduzidos em
triplicata e, em quase todos os casos, foi observada uma forte concordancia entre as
repeticoes. Todas as variaveis independentes e de resposta foram testadas usando
modelos lineares, quadraticos e cubicos especiais. O coeficiente de determinagéo, R?,
o teste F (ANOVA) e as plotagens de residuos foram utilizados para verificar a
qualidade dos modelos. O modelo cubico especial foi identificado como o modelo mais
adequado. Os coeficientes altos (R? e R? ajustado) e a distribuigdo normal (diferenca
entre o valor de regresséo observado e previsto) indicam que os modelos se ajustam
bem aos dados experimentais (Dias et al. 2015). Além disso, esses modelos podem

ser usados para fins preditivos para variaveis de resposta.
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Tabela 9. Modelos, R?, R? ajustado e valores de probabilidade para os modelos
reduzidos finais (propor¢ao de componentes) para inibicdo de crescimento
micelial (%) de dois isolados de G. cingulata.

Isolado ~ D9S€do  mogelo Fcalculado Ftabelado R?  RPajustado  p
Ensaio
IFBG-1405 % Espepnal 174,6 8,0166 0,9807 0,9751 <0,001
2 Cubico
Especial 8,0166
IFBG-1405 CIM Cubico 95,7 0,9696 0,9595 <0,001
IFBG-1406 CIM  Especial 562,3 80166 59924 09907  <0,001
2 Cubico
IFBG-1406 CIM Especial 1520 8,0166 0,9976 0,9969 <0,001
Cubico

R? = (soma dos quadrados da regress&o)/(soma total dos quadrados); R? ajustado =
(quadrado médio total - quadrado médio do residuo)/quadrado médio total; F calculado
= (quadrado médio da regressao)/(quadrado médio do residuo); F tabulado = valor
tabulado considerando os graus de liberdade de regresséo e de residuo a 1% de

significancia; p = significAncia do modelo ajustado.

De acordo com a analise de variancia, os modelos ajustados para o isolado
IFBG-1405 explicam 97% da variagao para o ensaio utilizando como limite superior
50% da CIM encontrada e 96% da variagéo para o ensaio em que se utilizou como
limite superior o valor de CIM. Para IFBG-1406, os modelos ajustados explicam 99%
da variagao para ambos 0s ensaios conduzidos.

A variacdo da inibicado de crescimento micelial na presenca de diferentes
misturas de agentes antifungicos € mostrada em graficos bidimensionais da area de
contorno ternario para os isolados de G. cingulata IFBG-1405 (Figura 6) e G. cingulata
IFBG-1406 (Figura 7). Essas duas figuras também apresentam os graficos de
dispersao que representam os valores experimentais obtidos e previstos pelo modelo.
Esta é uma técnica grafica para avaliar se os dados sdo normalmente distribuidos. O
residual € a diferenga entre o valor de regressé&o observado e previsto. Se os pontos
de plotagem estéo localizados mais proximos da linha reta, os dados s&o normalmente
distribuidos (Hasan, Srivastava e Talat 2009; Dias et al. 2015). Observou-se que para
ambos isolados estudados, os pontos experimentais estavam razoavelmente
alinhados e sugerem distribuicdo normal, e os residuos também se encontravam
dispersos aleatoriamente em torno de zero, indicando que os erros possuem variancia

constante.
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Figura 6. Graficos de contorno de mistura e graficos de dispersdo dos valores
experimentais e previstos para inibicao de crescimento micelial (%) no isolado de G.
cingulata IFBG-1405 nos ensaios envolvendo como limites superiores o valor de
CIM/2 e CIM.
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O comportamento dos antifungicos testados é diferente para cada um dos
isolados testados, entretanto, o comportamento da mistura em cada isolado é
semelhante para ambos os limites superiores testados. Para ambos os isolados, a
inibicdo do crescimento micelial apresenta melhores resultados quando a
concentracdo de difenoconazol € maior, independente de qual outro antifungico
estiver combinado. Como pode ser visto na Figura 6, 0 aumento da concentragao de
captana possui o maior efeito negativo sobre a inibicdo de G. cingulata IFBG-1405.
Nesta figura, € possivel visualizar de forma clara que a combinagdo dos agentes
antifungicos resulta em uma maior inibicdo de crescimento em comparagdo com
difenoconazol isolado.

Quanto ao isolado de G. cingulata IFBG-1406, a inibicdo de seu
crescimento € impactada pelo aumento da concentracdo de PH151, contudo é

possivel notar que a mistura com 50% de PH151 resulta em uma inibicdo de
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aproximadamente 80% quando utilizada a CIM. Cabe destacar que estes achados
demonstram que a combinag¢ao de PH151 possui potencial de reduzir a quantidade
de outros agentes antifungicos de maior toxicidade, além disso, a concentracao de
PH151 testada é inferior as dos demais fungicidas.

Conforme mostrado na Tabela 10, os coeficientes (B) das equagdes de
regressao previstas representam os modelos com fatores significativos (modelo final
reduzido) para a inibicdo de crescimento micelial (%) em IFBG-1405 e IFBG-1406,

respectivamente.

Tabela 10. Coeficientes de regressdo dos modelos ajustados para inibicdo de
crescimento micelial (%) dos isolados de G. cingulata IFBG-1405 e IFBG-1406 na
presenca de uma mistura contendo PH151, captana e difenoconazol.

Isolado IFBG-1405 IFBG-1406
Dose do Ensaio ClTM CIM ClTM CIM
B1 (PH151) 25,30" £ 2,90 36,21* + 3,99 16,66™* + 3,06 13,47** £ 1,58
B2 (Captana) 10,47 + 2,64 15,96 + 3,13 15,77** £ 2,22 44,12** + 1,37
B3 (Difenoconazol)  88,20** + 2,48 93,50 + 3,14 72,41** + 2,52 97,18** + 1,92
B12 15,78 + 6,44 -24,17 £ 7,96 7,11+ 6,83 -42,03** £ 7,04
B3 135,81** £ 5,75  132,43*+7,54 38,42** + 7,01 42,59** £ 7,24
B23 187,63**+ 5,60 175,79**+6,73 130,57**+6,50 52,10** +7,71
B123 525,73* £ 29,44 848,53* £ 35,23 186,98* +41,72 281,77** + 53,79

Y = B1 X1+ B2X2 + BaXs + Br2 X1 Xo + Baz X1 X3 + B2z X2 X3 + P23 X1X2 X3; *Coeficientes
significativos (p < 0,05). ** Coeficientes significativos (p < 0,01). £ = Erro padréo.

Para todos os ensaios realizados, o termo cubico (ponto central) resultou
no maior coeficiente positivo (sinérgico), ou seja, a combinagdo dos trés agentes
antifungicos resulta em uma maior inibicdo de crescimento micelial (%) dos dois
isolados de G. cingulata estudados. Para o isolado IFBG-1405, as combinagdes de
PH151 com difenoconazol e de captana com difenoconazol também resultam em um
efeito sinérgico sobre a inibicdo de crescimento. O menor termo significativo € a
variavel independente X3 (captana).

Para o ensaio do isolado IFBG-1406 com doses de CIM, todos os termos
foram significativos, e com excegdo da mistura de PH151 com captana, os demais
termos sdo positivos (efeito sinérgico) em relagcdo a porcentagem de inibicdo de
crescimento. Especificamente, a combinacdo de PH151 com captana reduz o
potencial de inibicdo. Diferente do resultado encontrado para IFBG-1405, o menor
termo significativo € a variavel independente X1 (PH151) para CIM/2 e o termo da

combinacdo de PH151 e captana para o ensaio utilizando-se da CIM. Neste isolado,
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o efeito sinérgico de PH151 € menor que comparado ao seu efeito em IFBG-1405.

5.2. Efeito da molécula derivada da 8-hidroxiquinolina (PH151) sobre

leveduras S. cerevisiae

5.2.1. Concentragao inibitéria minima (CIM) de PH151 para leveduras

S. cerevisiae

Em um primeiro experimento, a concentragao inibitéria minima (CIM) do
derivado da 8-hidroxiquinolina (PH151) sobre duas cepas de leveduras foi
determinado. Duas cepas de leveduras foram testadas neste ensaio, uma levedura
referéncia (BY4741) e uma cepa comumente utilizada na elaboragdo de vinhos
(Y904). A levedura de laboratério BY4741 apresenta baixa tolerancia ao etanol, desta
forma, no mosto sintético somente a levedura Y904 foi testada, sendo constatada uma
CIM superior a 32 mg L' (>95,5 uM), nesta concentragéo a inibicdo média foi de 30%.
No meio YEPD foram testadas as leveduras Y904 e BY4741, na qual que para ambas
as leveduras a concentragdo minima inibitéria mensurada é de 32 mg L' PH151 (95,5
MM).

A Figura 8 apresenta as curvas de inibigao de crescimento (%) em fungao
das concentragbes de PH151 (mg L) testadas. A Figura 8A representa o
comportamento da levedura Y904 em mosto sintético (sistema fermentativo, pH 3,5)
e a Figura 8B apresenta os dados de inibicao de crescimento para as leveduras Y904
e BY4741 em meio YEPD (sistema respiratério, pH 6,5). Como pode ser visto na
Figura 8, o comportamento observado da molécula PH151 é dependente da condigao
estudada. No mosto sintético, sob atividade fermentativa, a maior concentracédo de
PH151 estudada (32 mg L") resultou em uma inibigéo inferior a 30%, enquanto no
meio YEPD (pH 6,5), sob atividade respiratoria, esta concentragdo de PH151 resultou

em uma inibicdo de 100% para ambas as leveduras estudadas.
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Figura 8. Curvas da inibicdo de crescimento (%) de S. cerevisiae em fungdo da
concentracdo de PH151 testada. (A) Mosto sintético (sistema fermentativo, pH 3,5).
(B) Meio YEPD (sistema respiratério, pH 6,5).
5.2.2. Efeito de PH151 sobre integridade de membrana, acumulagao de
ROS, potencial de membrana mitocondrial, ativacdo de metacaspase,

crescimento e viabilidade celular de S. cerevisiae

A utilizagdo de S. cerevisiae como modelo permite a identificacdo de
biomarcadores moleculares, mecanismos de acdo desconhecidos e novos alvos
potenciais de moléculas (Braconi, Bernardini e Santucci, 2016). Além disso, de acordo
com estes autores, a levedura S. cerevisiae € um 6timo modelo para testar os efeitos
dos agrotoxicos. Nesse contexto, para melhor compreender o modo de agao
antifungico do derivado da 8HQ (PH151), usamos células exponenciais aerdbicas de
S. cerevisiae e avaliamos a resposta celular individual usando varias analises de
citometria de fluxo e mutantes deletados. Além disso, a maior parte dos fungos
fitopatogénicos possuem atividade aerdbica, motivo pelo qual utilizamos células de S.
cerevisiae em atividade respiratéria para o estudo do modo de ag¢ao antifungico de
PH151.

Os resultados obtidos no ensaio envolvendo a concentracio inibitoria
minima de PH151 sobre leveduras permitiram selecionar uma concentragao subletal
(CIM/2) de 16 mg L' (47,8 umol L"), e concentragdes letais (CIM) de 32 e 64 mg L.
Estas concentragdes foram estudadas nos experimentos envolvendo viabilidade
celular, crescimento e andlises de citometria. A levedura referéncia BY4741 foi
utilizada com o objetivo de estudar o modo de acao de PH151 sobre S. cerevisiae, a
escolha desta levedura foi baseada na existéncia de seus mutantes isogénicos, os

quais permitiram realizar o ensaio de viabilidade celular para confirmar a hipétese do
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modo de acao de PH151 em S. cerevisiae. Os achados destes ensaios resultaram em
um artigo cientifico que se encontra submetido em Journal of Applied Microbiology
(Apéndice 2).

A anadlise de citometria de fluxo da vitalidade celular e integridade da
membrana mostrou que PH151 reduziu a integridade da membrana celular (Figura 9).
Os dados mostraram que 96,2% das células tratadas com PH151 na dose de 64 mg
L-' perderam integridade de membrana (Pl-positivo). As células de levedura tratadas
com concentragdes de 16 e 32 mg L' de PH151 exibiram aumento nas populagbes
de células com alta fluorescéncia de Pl sem perda de fluorescéncia de CFDA,
indicando que nessas concentracdes, PH151 induz danos a membrana celular e
aumento de aproximadamente trés vezes na atividade da esterase. Porém, na
concentragdo mais elevada, PH151 apresentou maior porcentagem de células PI-
positivas com baixa atividade esterase (11,8% das células). Além disso, no mesmo
experimento, a viabilidade da levedura avaliada pela contagem de colbnias

apresentou redugéo de 95,7% no tratamento com 64 mg L' de PH151.
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Figura 9. Integridade da membrana celular (fluorescéncia de PIl) e viabilidade
(fluorescéncia de CFDA) de levedura BY4741 de tipo selvagem tratada por 6 h com 0
(A, controle), 16 mg L' (B), 32 mg L' (C), ou 64 mg L' (D) de PH151. Um total de
20.000 células foi analisado e os numeros dentro das figuras indicam as porcentagens
de células em cada quadrante.

O acumulo de ROS esta entre os principais desencadeadores de morte
celular programada de diferentes organismos, incluindo leveduras (Perrone, Tan e
Dawes 2008; Farrugia e Balzan 2012). O acumulo de ROS em células tratadas com
diferentes concentragcdes de PH151 e o controle usando duas sondas sensiveis a
redox, DCFH e DHE, foi avaliado. Os dados (Figura 10) mostraram um aumento
expressivo na fluorescéncia de DCFH e DHE em células tratadas com PH151,
indicando acumulo intracelular de ROS. Na concentragdo de PH151 de 32 mg L™, o
aumento médio na fluorescéncia de DCFH (Figura 10A) foi de oito vezes, enquanto
nas concentragdes de 16 e 64 mg L', o aumento foi de cinco vezes. Para DHE (Figura
10B), o aumento médio na fluorescéncia foi de 10 vezes na concentracdo mais

elevada, e na concentragdo de 16 mg L', o aumento foi de aproximadamente cinco
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vezes. Como o DHE detecta Oz, esses resultados indicam que o PH151 é responsavel
por um aumento de ROS, provavelmente geradas pela mitocdndria (De Nobel et al.
1989).
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Figura 10. Concentragao intracelular (intensidade de fluorescéncia) de ROS em
levedura BY4741 n3o tratada (area cinza) contra células tratadas com 16 mg L' (—),
32mg L' (—)ou64 mgL’'(—)de PH151 por 6 h. (A) intensidade de fluorescéncia
de DCFH; (B) Intensidade de fluorescéncia de DHE.

Alteragcdes na atividade mitocondrial podem ser responsaveis por um
aumento nas concentragdes de espécies reativas ao oxigénio (ROS intracelulares).
Portanto, o potencial da membrana mitocondrial (Awm) usando DiOC6 foi avaliado.
Conforme mostrado na Figura 11, PH151 causou uma redug¢do do Aym, confirmando
a disfungcdo mitocondrial. As células de levedura tratadas com o derivado da 8HQ

mostraram uma reducao dependente da dose no Aym.
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Figura 11. Potencial de membrana mitocondrial (Aym) (fluorescéncia DioC6) em

levedura BY4741 de controle (area cinza) contra células tratadas com 16 mg L' (—),
32mg L' (—)ou64 mgL"'(—)de PH151 por 6 h.

A morte celular programada ou apoptética em leveduras pode ocorrer por
meio de diferentes mecanismos: vias dependentes de metacaspase e independentes
de metacaspase. A atividade da metacaspase usando CaspACE FITC-VAD-FMK, que
se liga irreversivelmente as metacaspases ativas, foi avaliada. Os resultados
mostraram que o PH151 ativou metacaspases em S. cerevisiae (Figura 12A). Estes
dados indicam que o PH151 tem o potencial de induzir a morte celular por apoptose
por meio de uma via dependente de metacaspase.

Para confirmar esta hipotese, o efeito do PH151 no tipo selvagem (BY4741)
e em trés cepas isogénicas de S. cerevisiae com delecdo em genes-chave das vias
apoptéticas foi avaliado. Como pode ser observado na Figura 12B, o mutante de
delecao YCAT mostrou viabilidade significativamente maior em comparagdo com a
cepa de tipo selvagem e aos outros mutantes, confirmando que a apoptose induzida
por PH151 é dependente da metacaspase, € que as demais rotas nao sao
responsaveis por PH151 induzir a morte por apoptose. Na concentragdo mais alta (64

mg L"), o mutante YCA7 exibiu viabilidade de aproximadamente 50%, enquanto a
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cepa de tipo selvagem e outros mutantes (AIF1 e NUC17) mostraram uma morte de
células superior a 95%. Além disso, a viabilidade do mutante Ayca1 nao foi afetada
pelo PH151 na concentragédo de 16 mg L-'. Estes resultados indicam que o estresse
de ROS causado por PH151 € responsavel por desencadear a morte celular

dependente de metacaspase em células de S. cerevisiae em crescimento aerébio.
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Figura 12. (A) Atividade da caspase (fluorescéncia de VAD-FMK-FITC) em levedura
BY4741 de controle (area cinza) contra células tratadas com 16 mg L' (—), 32 mg L-
"(—)ou 64 mg L' (—)de PH151 por 6 h. (B) Viabilidade (% de UFC) de BY4741 (H)
de tipo selvagem e mutantes deletados aif7 (M), nuc1 () e yca1 (1) expostos a
diferentes concentracdes de PH151 por 6 h. A barra de erro representa o erro padrao
da média de trés repetigcdes. O asterisco indica diferencas significativas de acordo
com o teste t de Student (*p <0,05).

5.2.3. Efeito de PH151 e de outros antifungicos sobre parametros

cinéticos da fermentacao alcodlica de mosto de uva

Com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos de PH151 sobre a cinética
de fermentagao de um mosto de uva, realizou-se o0 acompanhamento da fermentagao
de levedura comercial enoldgica S. cerevisiae Zymaflore X5 sob mosto de uva com
diferentes condi¢cdes, sendo comparado o tratamento controle com tratamentos
contendo PH151, difenoconazol, captana e iprodiona. A cinética fermentativa foi
modelada e diferentes parametros cinéticos foram preditos, os quais sao relevantes
para a modelagem, previsao e otimizagao da fermentagao alcodlica (Gava, Borsato e
Ficagna 2020).

O processo fermentativo foi concluido em aproximadamente 180 h, e a
Figura 13 apresenta as curvas da cinética de fermentagdo experimental e prevista

para cada agente fungicida testado. Os parametros cinéticos mensurados estao
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apresentados na Tabela 11. O teste de Tukey foi usado para determinar quaisquer
diferencas significativas entre os grupos analisados. As diferengcas foram
consideradas significativas quando p <0,01. Cabe destacar também que os resultados
encontrados sao inerentes as caracteristicas fisico-quimicas da fragdo de mosto
utilizada no experimento, e os fungicidas podem se comportar de forma diferente em

condigdes distintas.

Tabela 11. Resultados dos parametros cinéticos da fermentacdo de mosto de uva
com levedura enologica S. cerevisiae na presenca de diferentes agentes antifungicos.

Tratamento/ tLag Vimax tvmax Ymax
Resposta (h) (gL'h?) (h) (g L)
4mgL'PH151  11,8640,98bc 1,04+0,06bc  36,31+0,92b 89170412
1 mg L PH151 10,59 042 bc  1,12+0,05ab 3577 +2,20b 89,110,722
0,2 mg L' PH151 9,78+0,46¢c  1,25:0,10ab 3508+142b 91.840,14a

1 mg L' Captana 2554 +0,62a 1,230,07ab 50,26 +1,06a 9040 £0,54 a

1 mg L' Difenoconazol 13,11 +0,76 b  0,85+0,05¢c 40,78 +t0,41ab 8440 £2,09D
1 mg L Iprodiona 10,32+1,71bc 1,08 40,10bc 36,06 +3,37 b 89,59 0,65 a
Controle 9,66+0,87¢c  1,35%0,07a 31,45%1,58b 91,75%0,65a

Os resultados sao apresentados com a média (n = 3). + = Desvio Padrao. Valores com letras
diferentes sdo significativamente diferentes nas colunas, de acordo com o teste de Tukey,
com p <0,01.

Os resultados demonstram que os demais parametros cinéticos sao
afetados por, pelo menos, um tratamento contendo fungicida. Além disso, cabe
destacar que os tratamentos contendo 0,2 e 1 mg L' de PH151 n&o impactaram sobre
qualquer um dos pardmetros cinéticos estudados, ndo apresentando diferencas
significativas do tratamento controle. Quanto a concentragéo mais elevada de PH151
(4 mg L"), apenas a taxa maxima de produgdo de CO:2 (Vmax) foi afetada por este

tratamento, reduzindo-a em relagdo ao tratamento controle.
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Figura 13. Curvas das cinéticas de fermentagdo em mosto de uva observadas

(experimentais) e previstas para cada agente antifungico.
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No que se refere ao efeito dos demais fungicidas estudados sobre a
cinética de fermentagdo, estes afetaram negativamente pelo menos um dos
parametros cinéticos estudados. O ingrediente ativo captana eleva em mais de duas
vezes o tempo de fase de laténcia para produgédo de CO:2 (tLag) € eleva em 50% o
tempo em que ocorre a Vmax (tvmax). Os tratamentos de difenoconazol e iprodiona
reduzem a taxa maxima fermentativa (tvmax), um dos principais parametros de estudo,
ja que indicam a velocidade de transformacéao de agucares em etanol pelas leveduras.
Além disso, o tratamento contendo difenoconazol apresenta diferencga estatistica dos
demais tratamentos com relagdo a maxima producédo de CO2 (Ymax), reduzindo este
valor significativamente.

Os resultados revelam que a concentracdo de 1 mg L' de PH151 n&o
afetou a cinética de fermentagdo do mosto de uvas Chardonnay conduzida com
levedura S. cerevisiae Zymaflore X5, este comportamento foi observado também no
tratamento contendo 0,2 mg L' de PH151. Além disso, nesta mesma concentragéo (1
mg L") todos os demais ingredientes ativos testados impactaram sobre a cinética de
fermentagdo do mosto. A Figura 14 apresenta as curvas de fermentagdo do
tratamento controle e de todos os antifingicos na concentragdo de 1 mg L' plotadas
em um unico grafico. Conforme pode ser observado, a curva de fermentagcéo do
tratamento contendo 1 mg L' de PH151 é a que apresenta maior semelhanca
comparada a curva do tratamento controle. O comportamento das curvas de
fermentacgao colabora com os parametros cinéticos preditos, no qual fica evidente que
captana provoca um atraso na atividade fermentativa das leveduras e que
difenoconazol impacta a produ¢ao maxima de COz2, sendo que a fermentagéo nao é

concluida.
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Figura 14. Comportamento fermentativo em mosto de uva dos diferentes tratamentos

contendo fungicidas na concentragio de 1 mg L.
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6. DISCUSSAO

A 8-hidroxiquinolina (8HQ), que foi sintetizada pela primeira vez por Skraup
em 1953 (Manske e Kulka 2004), possui uma estrutura heterociclica biciclica que
contém um anel fenol fundido com um anel piridina em dois atomos de carbono
adjacentes. Sua afinidade de ligagao versatil, capacidade quelante para varios ions
de metais de transi¢ao e suas propriedades semelhantes a outras drogas fazem com
que a 8HQ seja uma estrutura de privilégio na quimica heterociclica (Gupta, Luxami e
Paul 2021). De acordo com Gupta, Luxami e Paul (2021), sucesso clinico, carater
versatil, menor impacto ao meio ambiente e seu amplo espectro s&o alguns dos
motivos que justificam a atengdo dos pesquisadores para construir novos agentes
derivados de 8HQ. Além disso, Oliveri e Vecchio (2016) destacam o crescimento
exponencial do interesse por derivados desta molécula.

Conforme ja relatado, devido a sua alta versatilidade sintética, alta
reatividade e atividade farmacoldgica, existe atualmente uma biblioteca expressiva de
derivados da 8HQ sintetizados, otimizados e amplamente estudados. Desta forma,
uma ampla gama de atividades biologicas é reconhecida. Uma revisdo recente
compilou dados de estudos dos ultimos anos que comprovam sua atividade
antitumoral, antiviral, antibacteriana, antimicobacteriana, antifungica, antiprotozoaria
e antineurodegenerativa (Gupta, Luxami e Paul 2021). Além disso, 8HQ e seus
derivados tém sido utilizados como fungicida na agricultura e conservante nas
industrias téxtil, madeireira e papelaria (Oliveri e Vecchio 2016; Gupta, Luxami e Paul
2021).

Este trabalho teve por um dos objetivos investigar o potencial antifungico
de um derivado da 8-hidroquinolina (PH151), sintetizado por nosso grupo de pesquisa,
sobre dois fungos fitopatogénicos da videira (B. cinerea e G. cingulata). Até a presente
data, o numero de trabalhos que investigaram o efeito de derivados da 8HQ sobre
estes dois fungos fitopatogénicos é reduzido.

Devido ao fato de ser um teste relativamente simples e facilmente adotado
por laboratérios, a concentragdo inibitéria minima (CIM) tem sido adotada como um
dos principais parametros para verificar a suscetibilidade de microrganismos a
agentes antimicrobianos (Nielsen e Friberg 2013). Para os isolados testados em nosso
estudo, o derivado da 8-hidroxiquinolina (PH151) apresentou-se eficiente. Em

comparagdo com os fungicidas convencionais testados, o composto PH151
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apresentou valores de CIM semelhantes ou inferiores para B. cinerea e G. cingulata.
De uma maneira geral, os valores de CIM variaram de 2 a 4 mg L' de PH151,
enquanto para captana de 8 a 64 mg L', difenoconazol de 4 a 32 mg L' e iprodiona
de 8a>64 mg L™

Os valores de CIM encontrados para os isolados testados corroboram com
valores de CIM encontrados por outros trabalhos envolvendo derivados da 8HQ e
isolados fungicos. Pippi et al. (2021) avaliaram o efeito de PH151 sobre Candida
albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes e
Trichophyton rubrum, sendo que os valores de CIM variaram de 1 a 4 mg L' (Pippi et
al. 2021).

De fato, Joaquim et al. (2019) ja demonstraram que a conversao do acido
sulfébnico em uma sulfonamida tem apresentado beneficios muito interessantes,
sobretudo no aumento da atividade antifungica, com destaque para a 8-
hidroxiquinolina-5-(N-4-clorofenil)sulfonamida (PH151) e a 8-hidroxiquinolina-5-(N-4-
metoxifenil)sulfonamida (PH153). Além disso, Yin et al. (2019) concluiram que a
presenca de amina terciaria ou secundaria no composto sintetizado foi essencial para
a atividade antifungica dos compostos testados contra B. cinerea e Sclerotinia
sclerotiorum. Estes achados sido similares aos encontrados em nosso trabalho, que
investigou o potencial de um derivado da 8HQ sintetizado a partir da reagdo com
amina.

No que diz respeito a fungos fitopatogénicos, Souza et al. (2020)
encontraram valores de CIM de 6,25 mg L' de PH151 para duas cepas de /lyonectria
liriodendri isoladas de videira. Um estudo recente que teve por objetivo avaliar a
atividade antifungica de diferentes derivados da 8HQ sobre B. cinerea e Sclerotinia
sclerotiorum identificou que uma concentragao de 25 mg L' do composto mais potente
era necessaria para inibir em 100% B. cinerea (Yin et al. 2019). Yin et al. (2019)
concluiram também que a maioria dos derivados investigados possuia uma melhor
atividade antifungica em comparagéo a azoxistrobina. Os achados vao ao encontro
com nosso estudo que encontrou valores de CIM menores para PH151 em
comparagao com outros fungicidas. Além disso, Yin et al. (2019) destacam que o
composto escolhido apresentou atividade antifungica adequada contra Rhizoctonia
solani, Mycosphaerlla melonis, Phyllosticta zeae, C. gossypii, Phytophthora capsici e

Pythium aphanidermatum.
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Determinados modos de acdo dos derivados da 8HQ ja foram
estabelecidos e permitem explicar a atividade antifungica desta molécula observada
sobre B. cinerea e G. cingulata. Pippi et al. (2019) destacam que o composto PH151
apresentou efeito fungistatico para todos os isolados testados, os autores
demonstraram que este composto atua sobre a parede celular dos fungos. Em um
estudo mais recente foram observadas paredes celulares irregulares e com corrosdes
e lesdes (Pippi et al. 2021). Contudo, para outros derivados estudados também foi
observado um aumento na permeabilidade celular de Candida sp. e dermatdfitos,
sugerindo danos irreversiveis a membrana (Pippi et al. 2019; Pippi et al. 2020). Além
disso, Yin et al. (2020) e Yin et al. (2019) estudaram o efeito de derivados da 8-
hidroquinolina sobre B. cinerea, os resultados sugeriram que os derivados impactaram
sobre a integridade da membrana celular, provocando aumento na permeabilidade da
membrana celular e levando a morte de hifas.

Utilizando de delineamento experimental especifico para misturas o
presente trabalho demonstrou que existe um efeito sinérgico entre os diferentes
agentes antifungicos testados, comprovado pelos coeficientes significativos e
positivos da regressao. Estes achados indicam que as combinagbes de PH151 com
difenoconazol, captana com difenoconazol e de PH151, captana e difenoconazol
resultam em uma inibicdo de crescimento micelial de G. cingulata superior a inibicao
provocada por cada ingrediente ativo isolado. Cabe destacar que o termo da equagéao
com maior valor significativo refere-se a associagao tripla dos agentes testados, o que
revela que a presenca dos trés compostos quimicos em uma formulagdo comercial
resultaria em beneficios para controle destes fitopatdgenos.

Quanto ao efeito sinérgico da combinag¢ao de derivados da 8HQ com outros
fungicidas disponiveis, estudos recentes ja observaram esta sinergia, sobretudo
usando o clioquinol como derivado da 8HQ. Chaves et al. (2020) demonstraram que
a associagao de clioquinol com outras drogas clinicas provoca uma acgao sinérgica,
reduzindo a formacéao de biofilmes por isolados de Fusarium. Além disso, Da Costa et
al. (2020) observaram uma acéo sinérgica de clioquinol com terbinafina, ciclopirox e
na associagao tripla destes trés ingredientes ativos. Os autores destacam que
clioquinol em combinagao com antifungicos no tratamento da dermatofitose pode ser
uma estratégia terapéutica interessante para mitigar problemas relacionados a
resisténcia, espectro de agédo e toxicidade dos antifungicos utilizados na clinica

médica (Da Costa et al. 2020). Até o presente momento, ndo ha estudos publicados
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que avaliaram o efeito sinérgico da combinagao de derivados da 8HQ com fungicidas
disponiveis no mercado, o que torna nossos achados de ainda maior importancia.

Com o objetivo de avaliar se PH151 possui atividade antifungica sobre
leveduras S. cerevisiae a concentragao inibitoria minima (CIM) foi mensurada. Os
resultados permitem concluir que PH151 possui atividade antifungica sobre S.
cerevisiae. Valores de CIM semelhantes foram encontrados por Cherdtrakulkiat et al.
(2016) que estudaram o efeito antimicrobiano da 8HQ e derivados, no qual para S.
cerevisiae ATCC 2601 encontraram CIM de 35,71 e 37,37 mg L' para dois derivados
estudados. Além disso, um estudo recente encontrou valores semelhantes (32 e 64
mg L") para trés compostos derivados da 8-hidroxiquinolina para diferentes espécies
de levedura Candida sp. (Pippi et al. 2019). Contudo, no que se refere os possiveis
residuais de PH151 em mostos de uva, cabe destacar que os valores de CIM
encontrados (32 e >32 mg L) sdo considerados elevados, o que nos permite concluir
que somente uma presenca em elevadas concentracbes de PH151 no mosto
resultaria em impactos sobre as células de levedura.

Diante disto, o derivado da 8-hidroxiquinolina (PH151) pode ser uma
alternativa viavel para controle de fitopatdgenos da videira, sendo que em
concentracdes residuais moderadas, a presenga de PH151 nao resultaria em efeitos
sobre a fermentacao alcodlica. De fato, nos ensaios de CIM nao foram observadas
inibicbes de crescimento de leveduras em concentragdes de até 4 mg L' (Figura 8).
Além disso, € interessante destacar que o limite maximo residual (MRL) de grande
parte dos fungicidas permitidos nas uvas encontra-se neste intervalo situado entre 0
e 3 mg L pelas diferentes legislagbes, tanto nacionais quanto internacionais (Caboni
e Cabras 2010; ANVISA 2015; EFSA 2015).

Os resultados também indicam que no mosto sintético, com pH 3,5 e
atividade fermentativa, o efeito antifungico de PH151 foi consideravelmente reduzido
em comparagao ao apresentado no meio YEPD, com pH 6,5 e atividade respiratoria.
Na maior concentragao testada (32 mg L), foi observada uma inibigdo de 100% das
células de leveduras em meio YEPD e uma inibicao inferior a 30% em mosto sintético.

Braconi, Bernardini e Santucci (2016) destacam que o uso de S. cerevisiae
como modelo possibilita identificar biomarcadores moleculares, mecanismos de agao
desconhecidos e novos alvos potenciais, além disso, concluiram que esta levedura é
um o6timo modelo para testar os efeitos dos agrotéxicos. Considerando a grande

diversidade de derivados de 8HQ e o numero limitado de estudos visando determinar
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seus mecanismos de agéo, usamos o organismo industrial e modelo S. cerevisiae
(Karathia et al. 2011; Braconi, Bernardini e Santucci 2016) para elucidar os
mecanismos celulares envolvidos na atividade antifungica de um derivado da 8HQ.
Neste contexto, os ensaios envolvendo viabilidade celular e citometria de fluxo foram
conduzidos para melhor compreender o modo de ag¢ao do derivado da 8HQ (PH151)
em células exponenciais aerobias de S. cerevisiae avaliando a resposta celular
individual usando varias analises de citometria de fluxo e mutantes deletados.

Com base na determinacao de concentragéo inibitéria minima de PH151
sobre duas cepas de leveduras nds selecionamos as concentracdes de 16, 32 e 64
mg L para avaliar o efeito de PH151 sobre as células de levedura BY4741 em um
tempo de 6 h. Nossos dados, obtidos por analise de citometria de fluxo, mostraram
que PH151 induz uma perda da integridade da membrana celular, evidenciada pela
alta fluorescéncia do PIl. Pippi et al. (2019) demonstraram que os acidos 8-
hidroxiquinolina-sulfénicos comprometem a integridade da membrana celular de C.
albicans, e atribuiram esse dano ao principal mecanismo antifungico relacionado a
membrana celular dos derivados estudados.

As concentragdes intracelulares de ROS podem aumentar drasticamente
sob varias condi¢des de estresse que afetam o metabolismo e a viabilidade celular
(Farrugia e Balzan 2012). Em nossos experimentos, os dados mostraram um aumento
importante no acumulo de ROS intracelulares apés a exposi¢ao ao PH151, indicando
um processo de morte celular programada. Revisbes recentes da literatura
destacaram que 5-Nitro-8-quinolinol atua aumentando o acumulo de ROS nas células
(Oliveri e Vecchio 2016), e que esta producdo de ROS é o mecanismo que explica a
atividade antitumoral da nitroxolina (Gupta, Luxami e Paul 2021).

O acumulo intracelular de ROS na mitocéndria induz uma sequéncia de
eventos que incluem hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial, explosao oxidativa,
quebra do potencial de membrana e fragmentagdo mitocondrial (Perrone, Tan e
Dawes 2008; Zdralevié et al. 2012). Em nosso estudo, células de levedura BY4741
tratadas com PH151 mostraram uma reducdo no potencial de membrana, que era
dependente da dose. Esses resultados indicam que o acumulo intracelular de ROS
causado pelo PH151 é responsavel pela disfungcdo mitocondrial em células de
levedura.

Os resultados obtidos quanto a disfungéo mitocondrial e produgdo de ROS

causada por PH151 corroboram com outros estudos envolvendo derivados da 8HQ.
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Yang et al. (2018) sintetizaram um composto derivado da 8HQ, em seus ensaios de
citometria foi observada uma disfungao mitocondrial em células cancerigenas, apos
24 h as células tratadas com o complexo estudado apresentaram uma redug¢ao do
Aym, sendo este comportamento maior com o aumento da concentragdo do composto
estudado. Ruiz et al. (2019) sintetizaram complexos a base de platina contendo 8-
hidroxiquinolina, o mecanismo de agao de um composto sobre células cancerigenas
foi a producao de ROS e apoptose induzida por via de disfungdo mitocondrial (Ruiz et
al. 2019). Zhang et al. (2016) estudaram dois complexos de rodio compostos por 8-
hidroxiquinolina e 5-bromo-8-hidroxiquinolina, as observacdes de apoptose celular
indicaram o mecanismo da via de disfungao mitocondrial, devido a geragédo de ROS.

As caspases, que pertencem ao grupo da cisteina protease (Mazzoni e
Falcone 2008), desempenham um papel fundamental na ativagdo de uma cascata de
sinalizagao proteolitica durante a apoptose em mamiferos. As proteases semelhantes
as caspases sao chamadas de metacaspases, que desempenham papéis importantes
em S. cerevisiae (Kavakgioglu e Tarhan 2018). Além disso, eventos apoptdéticos em
S. cerevisiae causados por estimulos externos e internos podem estar associados a
atividade da metacaspase Yca1p de S. cerevisiae, que é semelhante as caspases de
mamiferos (Du et al. 2007). A analise de citometria de fluxo revelou um aumento nos
niveis de metacaspase ativa em células de S. cerevisiae tratadas com o derivado 8HQ,
indicando que PH151 pode induzir a morte celular por apoptose por meio de uma via
dependente de metacaspase. Estes resultados vao ao encontro aos encontrados por
Yang et al. (2018), que observaram um notavel aumento de caspases ativadas, e
concluiram que o complexo de cobre derivado da 8HQ pode induzir a apoptose celular
ao desencadear a atividade da caspase-3/9/8 em células cancerigenas.

A morte celular programada em S. cerevisiae foi observada em diferentes
condicbes de estresse, como niveis de etanol e acido acético, idade celular e altas
concentragdes de sal, além de outras condi¢gdes, como presencga de drogas, perdxido
de hidrogénio e fungicidas (Carmona-Gutierrez et al. 2010; Scariot et al. 2016b). Para
elucidar o mecanismo responsavel pela morte apoptdética induzida por PH151,
avaliamos o efeito de PH151 no tipo selvagem (BY4741) e em trés cepas isogénicas
de S. cerevisiae com genes-chave da via apoptética deletados.

Uma comparacédo da morte celular induzida por PH151 na cepa de tipo
selvagem e mutantes mostrou que apenas o mutante Ayca? exibiu viabilidade

significativamente maior. Estes resultados demonstram uma clara resisténcia de
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mutantes Ayca1 ao derivado estudado, indicando que PH151 induz apoptose
dependente de metacaspase em S. cerevisiae. De acordo com Oliveri e Vecchio
(2016), clioquinol e analogos de piperazina sulfonila HQ sao responsaveis por
desencadear a via apoptotica dependente da caspase. Além disso, como a apoptose
por metacaspases esta relacionada ao acumulo de ROS, o acumulo de ROS
intracelular observado em células de S. cerevisiae tratadas com PH151 pode explicar
o efeito fungicida desse derivado. Neste estudo, o composto PH151 induziu a ativacao
de metacaspases em S. cerevisiae, o que pode estar intimamente relacionado com a
producado de ROS e disfungcdo mitocondrial.

Os resultados obtidos mostram que o composto PH151 possui atividade
antifangica contra S. cerevisiae, colaborando com os resultados encontrados no
ensaio de CIM. Essa atividade esta associada a perda da integridade da membrana
celular, acumulo intracelular de ROS, reducéo do potencial de membrana mitocondrial
e ativacao de metacaspases, elementos que induzem a morte celular por apoptose.
Embora estes achados sejam inéditos em S. cerevisiae envolvendo este derivado, os
resultados corroboram com a literatura sobre outros derivados, no qual ja foi
determinado que clioquinol induz apoptose em células cancerosas por meio de uma
via apoptética dependente de caspase (Ding et al. 2005).

No que se refere a uma concentracao residual de PH151 em mostos de
uva e o possivel efeito sobre células de levedura S. cerevisiae, os resultados
encontrados s&o positivos, uma vez que em concentragdes de até 1 mg L' nao foram
observadas alteracdes nos parametros cinéticos da fermentacdo, além disso, na
concentragéo de 4 mg L', o impacto sobre a cinética de fermentagdo é inferior ao
provocado por alguns fungicidas convencionais testados na concentracdo de 1 mg L~
. Togores (2018) relata que alguns fungicidas modernos como pirimetanil, ciprodinil,
fludioxonil, quinoxifen e azoxistrobina e kresoxim-metil ndo afetam o desenvolvimento
da fermentacdo alcodlica dos mostos e que podem ser eliminados pelas proprias
leveduras de forma rapida. Os achados neste ensaio fermentativo vado ao encontro
com esta literatura citada, uma vez que quinoxifen se trata de uma quinolina com agao
antifungica (Togores 2019).

Até o momento, ndo ha estudos publicados que avaliaram o efeito de
derivados da 8-hidroxiquinolina sobre a fermentacdo de mostos de uva, outro motivo
que torna este trabalho de grande importancia para elucidar e avaliar o potencial do

uso de derivados da 8HQ na vitivinicultura. Por outro lado, muitos trabalhos
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investigaram o efeito de concentragbes residuais de diferentes fungicidas
convencionais sobre fermentagdao de mostos, como destacado em Gava et al. (2021).

Um tempo de laténcia curto das leveduras € de grande valia para a
elaboracdo de vinhos, a forma como a levedura é conduzida nas fases iniciais da
fermentacdo possui uma influéncia a na capacidade da levedura de conduzir uma
fermentacao sem problemas e na qualidade do vinho resultante (Specht 2010). A fase
de laténcia para produgdo de CO2 nao foi afetada por PH151, no entanto, no
tratamento contendo 1 mg L' de captana foi observado um significativo atraso para
inicio da atividade fermentativa pelas leveduras. Efeito semelhante de captana foi
observado por um estudo no Japao, no qual foi observado um atraso no inicio da
fermentacgdo de até 48 h na presenca de 5 mg L' de captana e de 24 h na presenca
de 1 mg L', sendo que os autores atentam para a possibilidade de severos danos a
fermentacado na presenca desta substancia (Goto-Yamamoto et al. 2007). Além disso,

Scariot et al. (2016a) observaram um retardo no inicio da fermentacgao.

Da mesma forma, taxas maximas fermentativas mais elevadas sao favoraveis,
0 que significa uma mais rapida degradagao de agucares, desta forma, assegurando
a inibicdo de outros microrganismos presentes no meio, estes que podem resultar em
caracteristicas indesejaveis ao produto (Marsit e Dequin 2015). Nossos resultados
demonstram que iprodiona, difenoconazol e a concentragdo de 4 mg L-1 de PH151
reduziram significativamente a taxa maxima de producao de CO2, sendo este efeito
maior no tratamento contendo difenoconazol. Estes achados colaboram com estudos
que envolveram outros compostos do grupo quimico dos triazéis. Sieiro-Sampedro et
al. (2020) observaram uma menor taxa de produgao de etanol na fase exponencial
quando na presenga de 1 e 4 mg L' de tetraconazol e Gonzalez-Rodriguez et al.
(2009) relataram uma taxa de fermentagdo reduzida na presenga de 2 mg L' de
tebuconazole. Ambos os trabalhos atentam também para um atraso na concluséo das
fermentagdes na presenca destes triazois, estes achados permitem explicar o
aumento observado nos tempos de laténcia e para ocorréncia da taxa maxima na
presenca de difenoconazol.
Por fim, Castro-Sobrino et al. (2019) observaram reduc¢éo de 10% no teor
de etanol dos vinhos produzidos com mostos na presenga de 0,5 e 1 mg L' de
tetraconazol. O comportamento deste triazol pode justificar uma reducdo de

aproximadamente 10% observada sobre a produ¢cdo maxima de COs..
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Este trabalho nao teve por objetivo avaliar parametros toxicoldgicos deste
derivado. No entanto, é importante destacar que o estudo de Pippi et al. (2021)
demonstrou que o composto PH151 apresenta baixa toxicidade em Drosophila
melanogaster e em embrides de galinha, e mortalidade dependente da dose no
modelo do peixe-zebra. Além disso, Joaquim et al. (2019) verificaram baixa
citotoxicidade in vitro de compostos derivados da 8HQ, incluindo PH151. Estas
evidéncias revelam que PH151 € um composto com importante potencial para uso na
agricultura, sendo a sua baixa toxicidade uma caracteristica promissora. Além disso,
uma revisao recente de Zubrod et al. (2019) demonstrou que muitos dos fungicidas
disponiveis podem ser altamente téxicos para uma ampla gama de organismos e
podem representar um risco também para a biota aquatica.

Finalmente, em conjunto, os resultados encontrados nesta pesquisa
permitem inferir que o derivado da 8HQ (PH151) possui expressivo potencial para ser
utilizado na agricultura, seja como alternativa a outros fungicidas ou como estratégia
para reducao das doses aplicadas dos agrotéxicos convencionais. Os resultados
encontrados demonstram que PH151 possui importante atividade antifungica sobre B.
cinerea e G. cingulata. Somado aos resultados da fermentagdo de mosto de uva,
pode-se concluir que em concentragdes residuais o impacto de PH151 sobre
leveduras enolégicas € menor do que os fungicidas convencionais ja aplicados, sendo
que em algumas concentragdes mais baixas, ndo foram percebidas altera¢gdes nos
parametros cinéticos.

A utilizacao da levedura S. cerevisiae como modelo revelou mais detalhes
sobre o modo de agao antifungico do composto PH151, cuja atividade esta associada
a perda da integridade da membrana celular, acumulo intracelular de ROS, reducgéo
do potencial de membrana mitocondrial e ativacido de metacaspases, elementos que

induzem a morte celular por apoptose.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos por este trabalho, podemos concluir
que:

1) O derivado da 8-hidroxiquinolina (PH151) apresentou atividade
antifungica nos ensaios de concentragao inibitéria minima (CIM) in vitro para B.
cinerea e G. cingulata, sendo que valores de CIM inferiores aos fungicidas
convencionais foram encontrados;

2) Nos ensaios envolvendo a combinagdo de PH151, captana e
difenoconazol, as combinagcdes de PH151 com difenoconazol, captana com
difenoconazol e a associacgéo tripla resultam em um efeito sinérgico sobre a inibicao
de crescimento micelial de G. cingulata. Além disso, o termo cubico (associagao tripla)
apresentou o maior valor positivo e significativo;

3) Ainclusao do derivado da 8-hidroquinolina (PH151) em combinagdo com
demais fungicidas para controle de podriddées da uva pode ser uma importante
estratégia para superar problemas relacionados a resisténcia, espectro de agéo e
toxicidade dos fungicidas atualmente utilizados na viticultura;

4) Utilizamos a levedura S. cerevisiae em aerobiose como modelo para
avaliar o modo de agao antifungico de PH151. Os resultados obtidos demonstram que
o composto PH151 possui atividade antifungica contra S. cerevisiae. Essa atividade
esta associada a perda da integridade da membrana celular, acamulo intracelular de
ROS, reducdo do potencial de membrana mitocondrial e ativagao de metacaspases,
elementos que induzem a morte celular por apoptose.

5) A modelagem da cinética fermentativa do mosto de uvas Chardonnay e
predicdo de parametros cinéticos revelou que concentragdes de 0,2 e 1 mg L' de
PH151 presentes no mosto nao afetam qualquer parametro cinético estudado. Além
disso, os antifungicos convencionais afetaram pelo menos um dos parametros
cinéticos estudados.

6) Em conjunto, os resultados encontrados nesta pesquisa permitem inferir
que o derivado da 8HQ (PH151) possui potencial para ser utilizado na agricultura, com
importante atividade antifungica sobre B. cinerea e G. cingulata. Além disso, embora
PH151 tenha atividade antifungica contra S. cerevisiae, os resultados demonstram
que em baixas concentragdes o impacto de PH151 residual sobre leveduras é menor

que comparado aos fungicidas convencionais ja aplicados, além disso, na
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concentragédo de 1 mg L' ndo foram percebidas alteragées nos parametros cinéticos.
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9. APENDICES

9.1. Artigo 1

O artigo intitulado “Occurrence and impact of fungicides residues on
fermentation during wine production— A review” foi aceito e encontra-se publicado em
Food Additives & Contaminants: Part A na qualidade de “Artigo de Revisao”. O seu
uso nesta dissertacao foi autorizado e esta sob os termos contidos no Anexo 2.

Este € o manuscrito original do autor de um artigo publicado pelo grupo
Taylor & Francis em Food Additives & Contaminants: Part A disponivel online em
https://doi.org/10.1080/19440049.2021.1894357.

This is an Author’s Original Manuscript of an article published by Taylor &
Francis Group in Food Additives & Contaminants: Part A available online at
https://doi.org/10.1080/19440049.2021.1894357.
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Review of the effect of fungicide residues on the fermentation of wine

ABSTRACT

Continuous fungicide spraying is required to rid grapes fungal pathogens. However, this
practice is associated with several risks, including contamination and environmental imbalance,
as well as toxicity to operators and the induction of resistance in pathogens. In addition, a strong
correlation between the presence of fungicides and the occurrence of issues during alcoholic
fermentation has been reported, resulting in negative impacts to the sensory quality of the final
products. Numerous studies have evaluated the residual concentrations of phytosanitary
products in grapes, juices, and wines, and a significant number of studies have assessed the
impact of different agrochemicals on bioprocesses. However, a review compiling the key
results of these studies is currently lacking. This review incorporates the results obtained by
research in the last decade on the residual presence of a wide range of fungicides and their
impact on fermentation kinetics. Practical solutions to mitigate these problems, both in
vineyards and industry, are also presented and discussed. Our review highlights the fact that the
concentrations of fungicidal agents remain high throughout the winemaking process, with their
residual impacts being of particular concern, especially with regards to their effect on yeast
activity and the fermentation process. Thus, the adoption of methodologies that allow
winemakers to control and trace these residuals is an important step in avoiding or reducing
fermentation problems throughout the winemaking process.

Keywords: fermentation kinetics; agrochemical residuals; grape juice; wine; yeast.
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1. Introduction

Wine production is a global activity that generates billions of dollars each year
(Brostrom 2008). This industry has gained in economic value in recent years thanks to a rise in
international trade and the emergence of technological innovations in the production, storage,
and logistics of winemaking (Daane et al. 2018). However, due to the high geographical density
of wine production, grape production is significantly susceptible to the detrimental effects of
fungi and insects (Ciliberti et al. 2015). Phytopathogens, such as downy mildew (Plasmopara
viticola) and rotting caused by Botrytis cinerea, Greeneria uvicola, and Glomerella cingulata,
have a significant impact on the production and quality of grapes (De Simone et al. 2020). In
the Serra Galcha (Brazil), the most frequent and harmful agents are gray mold (Botrytis
cinerea) and ripe grape rot caused by Glomerella cingulata (Pedrotti et al. 2019).

Among the technologies and methodologies available for the treatment of
phytopathogenies, the main form of control is through the use of agrochemicals (Fisher et al.
2012; Wang et al. 2017). The control of fungal attacks is directly linked to the routine
application of fungicides; thus, grape growers invest significantly in these agents (Brink et al.
2016). However, these use of fungicides is problematic because of their environmental impacts
(Pena et al. 2018), the risks they pose on the health of grape growers (Upadhayay et al. 2020),
and the emergence of resistant fungal strains (Leroch et al. 2011; Hu et al. 2016), as well as
concerns about fungicide residues finding their way into the final products, including juices and
wines (Edder ef al. 2009; Gonzélez-Rodriguez et al. 2011b; Noguerol-Pato et al. 2016).

In addition to the risks posed to human health by agrochemical residuals, they can also
be a source of inconvenience to the wine industry (Oliva et al. 2015; Regueiro ef al. 2015; Briz-
Cid et al. 2018). The presence of fungicides can lead to problems during the fermentation of
grape must (Noguerol-Pato ef al. 2016). This is one of the main challenges in wine production

(Freire et al. 2017; Vargas et al. 2018) and causes economic losses and a reduced sensory
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quality of the products (Gonzdlez-Rodriguez et al. 2011b; Russo et al. 2019). In rural
environments, a large number of practices mitigating these issues emerge each year, including
integrated pest management programs, which aim to minimize the health and environmental
impacts of fungicides (Crump et al. 2018), as well as imposing pre-harvest safety limits (Urkude
et al. 2019). Although these actions help to reduce the amounts of agrochemicals used and
thereby the risks posed to consumer health, they do not guarantee the absence of chemical
residues in grapes and do not take into consideration their possible effects on the
microbiological processes of the industry.

The search for alternatives with lower impacts on the industrial processes and the
environment has intensified in recent decades (Fravel 2005; Jensen et al. 2016). Recent studies
have focused on the potential of biofungicides, promoting the wide use of products based on
Trichoderma sp. and Bacillus subtilis for the control of rotting in grapes (Hao et al. 2017,
Calvo-Garrido et al. 2018; Abbey et al. 2019). Furthermore, the development of strategies for
the removal of anti-fungic agents from must and wine in wineries has been evaluated by several
studies (Noguerol-Pato et al. 2016; Doulia et al. 2017, 2018).

In the last decade, various studies quantified the concentration of fungicides found in
grapes and their derivatives. In addition, a series of studies have evaluated the effect of different
fungicide residues on wine fermentation.

In order to provide new perspectives on the presence of fungicides in grapes and their
impact on the production and quality of juices and wines, this review describes the main
fungicide agents found in grapes and their derivatives, and provides an overview of their
impacts on alcoholic fermentation. In addition, strategies that are currently being implemented

by producers to mitigate this problem in the wine production chain are also presented.

2. Methods

2.1. Data source
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The search for articles related to fungicides in grapes, juices, musts, and wines was
based on a term search in the database using both original and review articles. Using the
combination of binary operators, the terms “grape” and “fungicide” were required in the title,
abstract, or the keywords, in addition to the presence of one of the terms referring to grape
derivatives (“juice”, “must”, or “wine”) in the keywords. Articles were also required to have a
year of publication after 2009.

The search resulted in a total of 143 articles. The references of the selected articles were

analyzed to identify any other relevant publications.

2.2. Selection Criteria

Subsequently, based on the papers found, studies that presented the concentrations of
antifungal residues in grapes, juices (must), and wines and/or to evaluate the impact of residues
of different fungicidal agents on alcoholic fermentation or yeast activity were adopted as
selection criteria.

Ultimately, 53 research articles were selected based on the criterion adopted, namely
those presenting concentrations of the agents in grapes and derivatives and/or observations on

the impact on fermentation.

2.3.Data analysis

Statistical analysis was performed using R (version 3.6.3) (R Core Team 2019).

Graphics were created using the ggplot2 package (Wickham 2016).
3. Presence of fungicides in grapes and their derivatives

The problems associated with rotting grapes has encouraged the use of fungicides near
the harvest period and limits the options to a small number of registered products (Pedrotti et

al. 2019). The E3 fungicide class (dicarboximides), which includes clozolinate,
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dimethacrylone, iprodione, procymidone, and vinclozolin, is often reported and has been
extensively applied against B. cinerea globally (Gonzalez-Dominguez et al. 2019). According
to Wang et al. (2020), difenoconazole and flusilazole, both of which belong to the triazole group
(G1), are effective and widely used for the control of the fungi responsible for ripe rot. In Brazil,
319 grape samples were analyzed between 2017 and 2018, and difenoconazole was the most
frequently found fungicide in 70 samples, while tebuconazole was detected in 42 samples
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitria 2019).

Based on the selection, 32 articles presented results about the residual concentration of
at least one fungicide (CadezZ et al. 2010; Carpinteiro et al. 2010; Bordagaray et al. 2011,2013;
Gonzalez-Rodriguez et al. 2011b; Hjorth et al. 2011; Martins et al. 2011,2012; Gonzalez
Alvarez et al. 2012; Lagunas-Allué et al. 2012; Lopez-Fernandez et al. 2012; Eissa et al. 2013;
Schmidt et al. 2013; Vaquero-Fernandez et al. 2013; Alves et al. 2014; Celeiro et al. 2014;
Kundu et al. 2014; Sabale et al. 2014; Basa Cesnik et al. 2015, 2016; Mulero et al. 2015; Uclés
et al. 2015; Esteve-Turrillas et al. 2016; Lu et al. 2016; Castro et al. 2018; Oliva et al. 2018;
Vargas et al. 2018; Briz-Cid ef al. 2019; Hummes et al. 2019; Vallejo et al. 2019; Hou et al.
2020; Zhang et al. 2020), while the other selected articles evaluated the effects on fermentation
kinetics. The frequencies of articles that investigated the presence of each compound in the last
10 years are presented in Figure 1. Only the compounds that were reported in more than 2
articles are shown. Boscalid, cyprodinil, fenhexamid, tebuconazole, and azoxystrobin
compounds were reported in 9 or more papers, followed by fludioxonil in 8, while the
concentrations of myclobutanyl, mandipropamid, iprovalicarb, dimethomorph, and
carbendazim were presented in 6 papers.

Based on the selected literature, the amounts of residual fungicides found in grapes
ranged from 0.01 to 38 mg kg'!, whereas in grape juice or must they ranged from 0.0038 to

34.56 mg L', while in wine they ranged from 0.00043 to 5.99 mg L. Figures 2 and 3 show the
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kernel density estimation curves for the maximum concentrations of fungicides quantified in
grapes, which represent the probability density function. For better visualization, the
compounds found were grouped according to their respective FRAC Mode of Action,
determined by FRAC (2018).

Most of the fungicides listed had a maximum residual concentration between 0.25 and
0.75 mg kg! (Figure 2), with boscalid and difenoconazole compounds being the most frequent.
In addition, a higher frequency of the iprodione compound was found to be close to 1 mg kg!.

As shown in Figure 3, six compounds were found with maximum concentrations
between 1 and 10 mg kg™!, where the compounds dithiocarbamate, boscalid and pyraclostrobin
were the most frequent. The compound that appears in the highest concentrations was folpet,
which was quantified in a residual concentration of up to 6 mg kg™ by Basa Cesnik et al. (2015).

Two studies identified fungicides in grapes at residual concentrations above 10 mg kg
!, In these studies, R-(—)-benalaxyl and S-(+)-benalaxyl compounds ranged from 5 to 38 mg kg~
I'(Lu et al. 2016), tebuconazole from 15.9 to 37.2 mg kg' (Bordagaray et al. 2013), and
myclobutanyl from 8.7 to 23.9 mg kg™ (Bordagaray et al. 2013). In addition, Briz-Cid et al.
(2019) quantified levels of 10 mg kg™ for iprovalicarb and mepanipyrim.

Regarding the presence of fungicides in grape juice or must, the articles selected
reported the presence of 8 different active principles with concentrations higher than 2 mg L.
Figure 4 shows the concentration ranges for these compounds. Quintozene was the active
ingredient found at the highest concentration, with levels higher than 30 mg L', followed by
tebuconazole with an interval between 10 and 20 mg L. Of the remaining compounds,
famoxadone was present at the lowest concentration. The maximum concentrations of copper,
pyrimethanil, and dithianon were approximately 10 to 15 mg L!, while dithiocarbamate and

iprovalicarb were close to 5 mg L.
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In wines, the ranges of concentrations determined by the literature are illustrated in
Figure 5, where only compounds with a maximum concentration exceeding 0.5 mg L are
represented. Our survey found 17 agents reported with a concentration superior to 0.5 mg L.
However, unlike juices, a smaller concentration range was observed, except for iprovalicarb,
which Briz-Cid et al. (2019) quantified at 5.99 mg L. Pyrimethanil was identified at a
maximum concentration of 2.4 mg L™! by Vaquero-Fernandez et al. (2013). In addition, 7 other
compounds (carbendazim, zinc, dimethomorph, copper, metalaxyl-M, azoxystrobin, and
ametoctradin) were present at concentrations higher than 1.0 mg L 'in wines. This value is, in
most cases, the maximum limit for the presence of these compounds in food under several
legislations (Caboni and Cabras 2010; Brasil 2015; European Food Safety Authority 2015).

Our selection of articles on fungicide residues shows that there is a higher concentration
of these compounds in grapes than in juices and grape must, and that these have higher
concentrations compared to wines. Recent studies have confirmed the dissipation of
phytosanitary products throughout the winemaking process (Sabale et al. 2014; Noguerol-Pato
et al. 2016; Briz-Cid et al. 2019), and several studies in the literature have highlighted the
importance of must and wine clarification for the removal or reduction of residues in the
products (Sen ef al. 2012; Urkude et al. 2019). These studies explain why our review found a
reduction in the residual rate of grapes compared to must and juices, since the clarification
process is widely adopted.

Several studies have also reported on the high absorption power of yeasts, which are
responsible for the high removal of fungicides from the must (Bizaj ef al. 2014; Capece et al.
2018; Urkude et al. 2019). These investigations explain the results presented here, which show
lower concentrations of fungicides in bioprocessed products. In addition, alcoholic
fermentation may explain the considerable decrease in agents present in the must and not found,

or found in lower amounts, in wines.
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4. Effect of fungicide residues on the alcoholic fermentation of wine

The elaboration of wines is composed of several operations and practices that aim to
transform the grape must into wine (Berbegal et al. 2017). Different conditions in the
environment can lead to different biological routes, resulting in a variety of products with
different composition. The transformation of sugar-rich must into an alcoholic beverage is a
complex biochemical process in which yeasts, bacteria and other microorganisms intervene and
interact (Liu ez al. 2017). Among them, yeasts, especially Saccharomyces cerevisiae, are the
main microorganisms in winemaking as they are responsible for alcoholic fermentation, the
main bioprocess in the conversion of must into wine.

One of the biggest problems faced in winemaking is the interruption of alcoholic
fermentation (Blateyron and Sablayrolles 2001; Capozzi et al. 2017; Russo et al. 2019), which
can result in wines with more than the adequate amount of sugars, and above all, significantly
increase microbial risks, such as the possibility of contamination by lactic acid bacteria on the
residual sugars in the medium. The reduction of metabolic activity of yeasts can cause a
spontaneous cessation of fermentation and several factors (physical, biological, or chemical)
can be responsible for causing this phenomenon (Bisson 1999). Although there are several
solutions available and a constant scientific progress, each year the fermentation interruptions
generate economic losses for the wine industry (Maisonnave ef al. 2013; Szopinska et al. 2016;
Russo et al. 2019).

Fungicide residues can result in the formation of undesirable volatile compounds
(Capece et al. 2018; Briz-Cid et al. 2019), as well as being toxic to yeast and impacting the
fermentation kinetics, even causing stuck fermentation (Russo et al. 2019). The active
principles of sulfur- or chlorine-based fungicides have a significant negative effect on
fermentation, such as folpet, captan, captafol, and tolifluanida (Togores 2018). Togores (2018)

also reported that agents belonging to the family of triazoles or imidazoles, which act by
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blocking the biosynthesis of ergosterol from phytopathogenic fungi, can have the same effect
on enological yeasts.

Table 1 presents the research results of studies from the last decade that assessed the
effect of fungicides on fermentation. The objective was to relate each antifungal compound to
the behavior of enological yeasts, evaluated both in controlled environments and in synthetic
or natural media.

Yeast cells respond differently to adverse conditions during the fermentation process,
and stress situations can have an adverse effect on cell growth (Silva et al. 2016). The
modification of the structure of yeast cells due to the presence of fungicides, such as membrane
permeability, as well as adverse effects on cell organelles, may cause changes in the
fermentation kinetics (Regueiro et al. 2015), resulting in an inefficient alcoholic fermentation
process, with organoleptic and economic consequences (Urkude ef al. 2019).

In general, all the fungicides investigated by the studies mentioned had a negative
impact on the elaboration of wines, and in most cases, an effect on the fermentative kinetics
was perceived. In addition, effects on the production of volatile acidity (Capece et al. 2018;
Briz-Cid et al. 2019), reduction of ethanol content (Noguerol-Pato et al. 2014a; Capece et al.
2018; Castro-Sobrino et al. 2019), biofilm formation (Russo et al. 2019), reduction of microbial
diversity (Cordero-Bueso et al. 2014; Escribano-Viana et al. 2018b), and changes in the cell
structure of yeast (Scariot et al. 2018) have also been reported.

With the exception of fluopyram and triflumizole, all other compounds listed in the table
as depreciators of fermentative kinetics were detected in the studies reported in this article.
Most of these agents were quantified in high doses (>1 mg L!) in wines, which demonstrates
the capacity of these agents to last throughout the winemaking process.

Our research highlights that the presence of different fungicides can result in negative

effects in the winemaking process. Although both control practices and legislation exist to limit
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the amount of fungicide residues in food and beverages (maximum residual limits (MRLs)),
these MRLs are based on studies regarding human toxicity (Caboni and Cabras 2010), and
potential effects on bioprocesses are not considered. Thus, it would be interesting to reflect on
the design of parameters that address this problem in the wine production chain, since recent
studies have highlighted the need for regulations involving the effect of residuals on food
bioprocessing (Russo et al. 2019).

On the other hand, although the potential of yeasts to absorb a significant portion of
these compounds is well known (Bizaj et al. 2014; Capece et al. 2018; Urkude et al. 2019), the
issues involving residuals should not be neglected and should be addressed by quality controls
in the industry, since negative consequences have been evidenced. In addition, there are a
number of unfermented products in winemaking, such as grape juices, in which there are no

processes that promote this dissipation.

5. Alternatives to chemical fungicides

In recent decades, the search for fungicide alternatives with low environmental impacts
and a proven efficacy in the control of the phytopathogens that damage grapes at the time of
harvest has intensified. Recent studies have highlighted the potential of Biological Control
Agents (BCAs) (Galvez et al. 2010; Nally et al. 2015; Hao et al. 2017; Leyva Salas et al. 2017;
Calvo-Garrido et al. 2018, Pretscher et al. 2018; Lopez-Seijas et al. 2020; Raveau et al. 2020),
proven by the wide use of products based on Trichoderma sp. and Bacillus sp. for the control
of Botrytis cinerea (Kasfi et al. 2018; Abbey et al. 2019; Chen et al. 2019; Zhou et al. 2020) ,
which produces gray mold in grapes at harvest time, and studies of several yeast species (Nally
et al. 2012; Vargas et al. 2012; Parafati et al. 2015; Qin et al. 2015; Lemos Junior et al. 2016;
Cordero-Bueso et al. 2017; Kasfi et al. 2018; Mewa-Ngongang et al. 2019). Additional
biological agents are also actively being tested and studied, such as Lachancea thermotolerans

(Nally ef al. 2018).
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Recent studies have assessed the impact of these biofungicides on the fermentation
compared to conventional treatments. Nally et al. (2018) studied the effect of strains of
Lachancea thermotolerans on the fermentation of wines, and concluded that the effect is
dependent on the yeast strain, and may or may not affect the growth rate of Saccharomyces
cerevisiae or the ethanol content in wines. Similarly, Escribano-Viana et al. (2018b) compared
B. subtilis with fenhexamid, concluding that the biofungicide did not affect the fermentation
rate, while only being slightly affected by the chemical agent. In addition, another recent study
found that the presence of B. subtilis did not affect microbial diversity during the entire

fermentation process (Escribano-Viana et al. 2018a).
6. Industrial processes: Strategies for fungicide removal from grape derivatives

In modern winemaking, the use of appropriate practices to mitigate problems during the
process of transforming must into wine, such as the use of fining agents and technologies such
as filtration, has intensified. In fact, a field of research is currently dedicated to the food safety
of wines, with the aim of reducing of the concentration of pesticide residues, such as fungicides
and insecticides, in the final products. Taken together, these studies have found that different
fining agents can be used to remove a variety of undesirable compounds (Sen ef al. 2012;
Nicolini et al. 2016a,2016b, 2017; Doulia et al. 2017, 2018).

A recent study added 13 different fungicides (boscalid, cyprodinil, fludioxonil,
fenhexamid, pyrimethanil, cyazofamid, dimethomorph, fluopicolide, iprovalicarb,
metrafenone, penconazole, spiroxamine, and trifloxystrobin) to grape must with the aim of
evaluating the potential of activated charcoal to remove these compounds. The results showed
an average reduction of 30% in the contents in the must, and for most compounds, the reduction
was significantly higher compared to the treatment without charcoal (Nicolini ef al. 2016a).

Gonzélez-Rodriguez et al. (2011a) concluded that fining with Bentonite promoted the

elimination of approximately 93% of cyprodinil and 73% of famoxadone. Due to its ability to
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absorb fermentation-inhibiting compounds, a significant role is attributed to this agent (Togores
2018). Furthermore, a recent study on white wine found that this additive is responsible for
reducing the content of 10 pesticides by an average of approximately 8% (Doulia et al. 2017).

PVPP is a high-molecular weight vinylpyrrolidone polymer. Doulia et al. (2017)
demonstrated the detoxifying action of this agent in a variety of pesticides, resulting in the
removal of 17.3% of the studied phytosanitary products. One study previously demonstrated its
potential to remove fungicides, including famoxadone, fluquinconazole, and trifloxystrobin,
demonstrating a performance similar to charcoal (Oliva et al. 2007).

Other fining agents have been studied for the removal of various molecules in wines
(Doulia et al. 2017, 2018). For example, egg albumin and isinglass were found to significantly
reduced the content of pyrethroid (>50%) and procymidone (about 30%) compounds, while
casein showed a 35% reduction in the concentration of hexaconazole in wines.

The application of these fining agents can also improve the fermentation kinetics. A
faster fermentation process has already been reported in the presence of bentonite in must
(Pocock et al. 2011), with some studies reporting on the beneficial effects of charcoal (Nicolini
et al. 2016a, 2017; Gava et al, 2020). In fact, when applied at a low dosage (50 mg L),
activated charcoal did not negatively affect the sensory quality of wines (Nicolini ef al. 2017).
In addition, recent research has shown that the combination of charcoal, bentonite, and PVPP
results in an improvement in the maximum fermentation rate (Gava et al. 2020).

Several studies have highlighted the importance of wine filtration for fungicide removal.
Gonzélez-Rodriguez et al. (2011a) concluded that filtration was determining factor for the
removal of boscalid, cyazofamid, cyprodinil, fludioxonil, mandipropamid, and valifenalate
residues. Noguerol-Pato et al. (2014b) found that no negative effect was observed on the
fermentative activity when the filtration process was performed on musts treated with

fungicides. These authors hypothesize that these residues are adsorbed together with the solid
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particles of the must. However, one study reported that the removal of boscalid was not very
efficient with the use of filtration, only decreasing the residual concentration of the compound

in the wine by 7% (Lagunas-Allué et al. 2012).
7. Discussion

The present literature shows that several antifungal compounds remain along the entire
wine industry chain. In fact, the residual concentrations found of some compounds, in grapes
and their derivatives, are significant, and as this review shows, would have consequences in the
processing of grapes, especially in alcoholic fermentation. In addition, a concern with the food

safety of the wines produced must also be considered.

Although wine growers are highly dependent on the use of fungicides to protect the
quality of grapes (Gianessi and Williams 2011; Gary et al. 2017), the excessive use of these
phytosanitary products is the main reason for high concentrations of these chemical substances
being present in grapes, musts, and wines. Some factors may be related to the use of these
molecules in excess, among them we can highlight the very habit of the wine grower to believe
that higher dosages are necessary, the ignorance of the available alternatives, impacts of
chemicals and concepts of sustainability (Dhananjayan et al. 2020). In addition, we can cite the
lack of control by the wine industries that acquire the grapes, as well as the legislation in some
countries that have less strict rules regulating the use of pesticides and their maximum residual
limits (MRLs). In fact, although there is a worldwide trend towards the search for food and
beverage safety, reflected in the reduction of defensives and the use of alternative
methodologies at the field level, some countries are moving in the opposite direction, making

their regulations more flexible.

Our review presents available alternatives to mitigate the problem of fungicide residues,

both in the field and in industry. However, the excessive use of fungicides in the vineyards
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cannot be ignored just because there are tools in the industry capable of eliminating these
molecules. Therefore, different factors must be taken into account for the adoption of measures
to reduce fungicide spraying in the field, such as environmental impacts and the health of the
operator, the emergence of resistance by fungi and the worldwide trend towards sustainable and
organic products. Mitigation practices of the industry should be seen as a last available resource,
and do not represent the best option to solve the existing problem throughout the chain. The

solution to the problem must still be carried out at its origin.

Moreover, most of the products quantified in grapes were not found in must and wine,
however, few studies reveal the route of degradation or biodegradation of these molecules, and
the products formed are often unknown (Cabras ef al. 1983; Jiménez et al. 2007; Gonzélez-

Rodriguez et al. 2011a), as well as their impacts on consumer health.

As for the available biofungicides and other alternative antifungal products, although in
some cases it is evident that conventional fungicides have a superior efficacy for the control of
fungal diseases in vines, a new perspective regarding the application of these traditional
products should be addressed. Our review demonstrates that conventional fungicides impact on
yeast activity during alcoholic fermentation, although it was not the objective of this review,
several studies also highlight the negative effect of these residuals on the volatile composition
of wines (Noguerol-Pato ef al. 2014a, 2014b, 2016; Briz-Cid et al. 2018; Castro-Sobrino et al.
2019; Sieiro-Sampedro et al. 2020). Thus, the wine producers should consider the best
alternative for wine production: working with musts with fungicide residues, and obtaining
wines possibly impacted by these molecules; or vinification of grapes slightly affected by
fungal diseases, having for a product free or with lower values of residues of phytosanitary

products.

8. Conclusions
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The articles discussed in this review outline the problems posed by fungicide residues
found in grapes and their derivatives. High concentrations of several agrochemical agents used
in vineyards, such as fungicides, are maintained in grapes, juices, and wines at high
concentrations throughout the industrial wine chain.

Based on the evidence gathered and presented in this article, our review of the literature
places an emphasis on the concerns raised by the impacts of these agents on the fermentation
process. There is a vast field of research for future investigations to investigate and elucidate
the mechanisms and consequences of these molecules on yeasts and the fermentation process,
as well as preventive actions that can be adopted in vineyards and the industry as a whole to
mitigate the potential losses caused by the use of fungicides. In fact, a small number of studies
are actively evaluating the effect of combined fungicides, as well as the implications of using
alternative products for pest control in vineyards.

Concerning consumer health and safety, most of the residues studied are suitable under
the legislation currently enforced in Brazil and several other countries. However, the
importance of these residues cannot be ignored, since their presence may cause important
problems and losses in the wine industry. Therefore, it will be interesting for wineries to identify
and implement alternative methods for the control of fungal attacks and traceability while
avoiding or reducing the risks related to fermentation.
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Table 1. List of studies that evaluated the effect of fungicides on fermentative kinetics.

110

Conclusions on the effect of compounds on fermentation Kkinetics or

Compound References

yeasts
Ametoctradin Reduction of the maximum specific growth rate by 9%. Noguerol-Pato et al. (2014b)
Ametoctradin, In the stationary phase, the conversion rate of sugars into ethanol was
dlmethpmqrph, changed. The authors evaluated pasteurized grape must treated with these [ Noguerol-Pato et al. (2014b)
mepanipyrim compounds in concentrations corresponding to the maximum residual limit.
Boscalid Reduction of 4% of the sugar consumption rate and 30% of the Noguerol-Pato et al. (2014b)

ethanol/biomass ratio.

Bordeaux mixture

Bordeaux mixture

The conversion of sugars was significantly slower in grape must treated with
the mixture.

The results indicated that excess copper slowed the progress of
fermentation.

Martins et al. (2015)

Martins et al. (2015)

A low fermentation activity was observed in the musts to which copper has

Copper (Cu*) been added, with a reduction of 23 to 35%. Consequently, high residual | Capece et al. (2018)
sugars in the final wines were detected in the fermentation with CuSO4.
Copper (Cu2") The ethapol qontent was significantly higher in wines obtained by Capece et al. (2018)
fermentation without the presence of CuSOa.
Copper (Cu2") Ip Wines obta}ined from two' sensiti‘ve yeast strains, the addition of copper Capece et al. (2018)
significantly increased volatile acidity.
Cyazofamid Reduction of 13% in the sugar consumption rate. Noguerol-Pato et al. (2014b)
. Reductions in the sugar consumption rate (14%), in the ethanol/sugar ratio
Dimethomorph Noguerol-Pato et al. (2014b
P (13%) and in the ethanol content of produced wines (8%) were observed. sy ( )
o A reduction in cell viability was observed, resulting in a decrease of 84 and ‘
Dithianon 98% in yeast colony-forming units in treatments with 2 and 4 pM,|Scariot et al. (2018)
respectively.
Dithianon A significant decline in the percentage of yeast colony-forming units was Scariot et al. (2018)

observed.
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The results showed that 87.8% of the cells treated with dithianon lost their

Dithianon ; . Scariot et al. (2018)

cell membrane integrity.
o Yeast cells treated with dithianon showed a higher sensitivity to the activity ‘

Dithianon of V-1,3-glucanase, indicating that the fungicide is responsible for changes | Scariot et al. (2018)
in the cell wall structure.

Fenhexamid The fermqntation rate was slower in wines whose grapes were treated with Escribano-Viana et al. (2018b)
fenhexamid.

Fenhexamid Regarding the counting of viable yeast ctel.ls, significant differences were Escribano-Viana et al. (2018b)
found in the first 48 h of fermentative activity.

Fenhexamid In sp(')n.taneous' alcoholic fermentation, a degrease in the diyersity of S.| Escribano-Viana et al. (2018a)
cerevisiae species was observed after application of fenhexamid.

Fenhexamid A reduction in the variety and amount of the microbiota was observed. Escribano-Viana et al. (2018a)

Fluopyram Reductions in colony size were observed for most yeasts. Wang et al. (2018)
A significant inhibition of fermentation was observed. The authors

Folpet concluded that residues of this molecule could be a serious concern during | Russo et al. (2019)
winemaking.

Mepanipyrim A significant incr.ease' in the volatile acidity of wines produced in the Briz-Cid et al. (2019)
presence of mepanipyrim (295 to 765%) was observed.

o A reduction of 13% in the sugar consumption rate, 19% in the
Mepanipyrim ethanol/biomass ratio and up to 42% in the ethanol/sugar ratio were Noguerol-Pato et al. (2014b)

quantified, with a reduction of 10% in the ethanol content of wines.

Metalaxyl-M + Folpet

Metalaxyl-M + Folpet

Metalaxyl-M + Folpet

The growth of S. cerevisiae was always lower in the environments treated
with these fungicides when compared to the control.

The non-Saccharomyces strains showed a variable reduction in their growth
rate in presence of the fungicide.

The growth of Hanseniaspora uvarum, H. guillermondii, Issatchenkia
terricola, I. orientalis, and some strains of Metschnikowia pulcherrima was
completely inhibited.

Russo et al. (2019)

Russo et al. (2019)

Russo et al. (2019)
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Metalaxyl-M + Folpet

Metalaxyl-M + Folpet

Metalaxyl-M + Folpet

When the must was supplemented with the commercial formulation, a
slower and incomplete fermentation occurred in all trials, and after 2 weeks,
the observed weight loss was only 3% for all the strains investigated.

After 2 weeks of fermentation, a thick gelatinous film appeared on the
surface of the treated must, while in the control must this biofilm was not
observed.

A sluggish fermentation was always observed when the must was
supplemented with this preparation.

Russo et al. (2019)

Russo et al. (2019)

Russo et al. (2019)

Metrafenone

Reductions of 12% in the sugar consumption rate and 16% in the
ethanol/biomass ratio were reported.

Noguerol-Pato et al. (2014b)

Micronized sulfur and

penconazole

The results indicated a smaller variety of species in the fungicide treated
blocks. Higher doses resulted in greater differences in the effect of both
fungicides, with penconazole having the greatest effect on yeast populations
in the vineyard.

Cordero-Bueso et al. (2014)

Pyraclostrobin + Boscalid

A reduction in colony size was observed for most yeasts.

Wang et al. (2018)

Pyrimethanil, Fenhexamid

All yeast strains showed significantly slower fermentation rates in the
presence of these compounds.

Bizaj et al. (2014)

After the third day of fermentation, a decrease in the fermentation rate was

Pyrimethanil Bizaj et al. (2014)

observed.
) ) In presence of pyrimethanil, the fermentations tended to be slower,| =

Pyrimethanil producing less CO2 compared to the control fermentations. The authors | Bizaj et al. (2014)
comment on its negative effect on all studied wine yeast strains.

Tetraconazol An 87% increase in the amount of residual sugars in the final wine was Sieiro-Sampedro et al. (2020)
observed.

Tetraconazol A reduction of about 10% in the ethanol content of wines produced was |, 0 Sobrino et al. (2019)

observed.
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Tetraconazol A rise in the volatile acidity of the wines produced was quantified from 57| g5, _cid et al. (2019)
to 162%.
) ) The growth of Metschnikowia chrysoperlae, M. pulcherrima, and
Triflumizole

Aureobasidium pullulans was compromised, and was completely inhibited
at a dose of 500 ug mL".

Wang et al. (2018)
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9.1. Artigo 2

O artigo intitulado “Mode of action of an 8-hydroxyquinoline derivative on
the model yeast Saccharomyces cerevisiae” encontra-se submetido no Journal of
Applied Microbiology para consideragdo de publicagdo na qualidade de “Artigo
Original”.
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Mode of action of an 8-hydroxyquinoline derivative on the model yeast

Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT

The search for new formulations with antifungal potential is constantly increasing, especially non-
toxic molecules that do not present risks to the environment and consumer health. Derivatives of
8-hydroxyquinoline are valuable alternatives for the control of pathogenic fungi, both clinical and
phytopathogenic. This study aimed to determine the mode of action of a derivative of 8-
hydroxyquinoline (PH151) on a model microorganism, Saccharomyces cerevisiae. Exponentially
growing yeast cells were treated with different concentrations of PH151 for 6 h and evaluated for
membrane integrity, accumulation of reactive oxygen species (ROS), mitochondrial membrane
potential, and metacaspase activity. The results indicated that PH151 reduced the integrity of the
cell membrane; 96.2% of the cells treated with PH151 at a dose of 191 uM exhibited this behavior.
In addition, there was a significant increase in ROS levels associated with changes in
mitochondrial membrane potential in cells treated with PH151. These results, as well as the greater
viability of the YCAI deletion mutant, indicated that ROS accumulation caused by PHI151
triggered a metacaspase-dependent apoptotic cascade.

Keywords: Fungicide; Yeast; Mitochondrial membrane potential; Membrane integrity; ROS.
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1. Introduction

Globally, there is a need to develop new antifungal compounds with the objectives of a
reduced dose of application, greater efficiency and selectivity, specific mode of action, and less
environmental impact (Kim et al., 2010; McCarthy et al.,2017; Zhang et al., 2017; Su et al., 2018;
Cortés et al., 2019). The use of fungicides in agriculture is problematic because of their
environmental impact (Pefia et al., 2018), the risks they pose to the health of farmers (Upadhayay
et al., 2020), the emergence of resistant fungal strains (Leroch et al., 2011; Hu et al., 2016), and
concerns about fungicidal contamination into food products. In this context, the synthesis of new
molecules with lower toxicity, such as 8-hydroxyquinoline (8HQ) derivatives, can play an
important role in the control of both clinical and phytopathogenic fungi.

Derivatives of 8HQ are a subclass of quinolines and exhibit a wide range of recognized
biological activities. Considering their high reactivity and pharmacological activity, many 8HQ
derivatives have been synthesized, optimized, and widely studied (Chan et al., 2013; Serrao et al.,
2013; Lam et al., 2014; Kos et al., 2015; Oliveri and Vecchio, 2016; Rbaa et al., 2019). Their
effects include neuroprotective (Suwanjang et al., 2016), anticancer (Chan-On et al., 2015;
Krawczyk et al., 2019), antibacterial (Musiol et al., 2010; Enquist et al., 2012), antiseptic
(Cherdtrakulkiat et al., 2016; Abouelhassan et al., 2017), antioxidant (Chobot et al., 2018),
antimalarial, antituberculosis, antiviral (Polanski et al., 2006; Kos ef al., 2019), and antifungal
activity (Musiol ef al., 2006; Arafa et al., 2013; Oliveri and Vecchio, 2016; Pippi et al., 2017).

The structure of 8HQ contains a six-membered heterocyclic ring fused to a benzene ring
(Figure 1) (Sashidhara et al., 2009). This allows for a wide structural diversity in the design of
antifungals. Some derivatives, such as clioquinol, act on the cell wall of fungi, whereas others
containing sulfonic acid compromise the integrity of the membrane, showing that it is possible to
change the pattern of substitution of the nucleus of 8HQ to obtain different modes of antifungal

action (Pippi et al., 2019). Therefore, these derivatives appear to be promising antifungal
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alternatives in the field of agronomy; for example, they would decrease the application of highly
toxic agrochemicals in different cultures, minimizing the effect of antifungal resistance and the
harmful damage to humans and the environment, and would offer new insights into the control of
phytopathogens.

Several recent studies have investigated the agronomic potential of 8HQ derivatives to
control different phytopathogens from different cultures. Bennamara and Abourriche (2020)
evaluated the growth of Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, and Verticillium albo-atrum in the
presence of different 8HQ derivatives, and concluded that some derivatives had a higher inhibitory
capacity than the fungicide amphotericin B. Similar results were obtained in a study by Yin et al.
(2020) on B. cinerea isolated from susceptible plants that showed that 32 out of 38 8HQ derivatives
studied exhibited an antifungal activity superior to that of azoxystrobin. In addition, recent studies
have shown the potential of 8HQ derivatives in the control of oilseed (rapeseed) fungi and bacteria
(Yin et al., 2019), and fungi associated with black foot disease in vines (Souza ef al., 2021).

Considering the wide diversity of 8HQ derivatives and the limited number of studies aimed
to determine their mechanisms of action, we used this industrial, spoilage, and model organism
Saccharomyces cerevisiae (Karathia et al. 2011) to elucidate the cellular mechanisms involved in
the antifungal activity of a 8HQ derivative. In this context, the present study was conducted to
better understand the mode of action of an 8HQ derivative (PH151) in aerobic exponential cells of
S. cerevisiae by evaluating the individual cell response using various flow cytometry analyses and

deleted mutants.
2. Methods

2.1. Yeast strains and media

Saccharomyces cerevisiae yeast BY4741 (MATa his3Al leu2A0 met1 5A0 ura3A0) and its
isogenic mutants, Y0233 (aifl::kanMX4), YO01217 (nucl:kanMX4), and Y06233

(vcal::)kanMX4) with deletions in apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial nuclease genes, and
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metacaspase 1, respectively, were obtained from Euroscarf (Frankfurt, Germany). Yeast was
grown at 28 °C with constant agitation (150 rpm) in YEPD broth (2% yeast extract, 1% peptone,
and 2% glucose, pH 6.5) or YNB medium (0.67% Yeast Nitrogen Base with amino acids and 1%
glucose, pH 6.5).

2.2. Synthesis of derivative

8-Hydroxyquinoline-5-(N-4-chlorophenyl)sulfonamide (compound PH151, 335 g mol ™)
was synthesized as described by Joaquim et al. (2019); its chemical structure is shown in Figure

2.

2.3.Minimal inhibitory concentration (MIC) of 8HQ derivative

To evaluate the MIC of the molecule derived from 8HQ (PH151), it was diluted in dimethyl
sulfoxide (DMSO). The yeast inoculum used in the tests consisted of a suspension of cells obtained
from 24 h cultures grown in YEPD medium (pH 6.5), with a concentration adjusted to 1 x 10°
cells mL™'. Antifungal activity was evaluated in 96-well microplates by serial microdilution, as
described in CLSI M27-A3 (2008), at concentrations ranging from 0.19 to 95.5 uM of PHI151
(0.0625 to 32 mg L).

The MIC was determined by reading the microplate at a wavelength of 595 nm using an
Asys Expert Plus microplate reader (Biochrom, Cambridge, UK), and visual reading was
performed for confirmation. The MIC was the lowest concentration capable of producing total
inhibition of yeast development after 24 h of cultivation. Data were expressed as percentages of
growth inhibition (%) compared with the control one. The experiments were performed in

triplicates.

2.4. Yeast growth and viability assay
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Yeast cells were grown in YEPD medium and transferred to a new flask for growth to an
exponential stage, after which 1 x 107 cells mL™! were washed with 0.9% NaCl and inoculated in
YNB medium containing 47.8, 95.5, or 191 uM of PH151.

The cells treated with PH151 at different concentrations and the control (cells treated with
DMSO alone) were incubated for 360 min (6 h) in an orbital shaker (150 rpm, 28 °C), and cell
viability was determined by local testing. Cultures were diluted at tenfold series, and 10 pL
aliquots were placed on YEPD plates. The plates were incubated at 28 °C for 24 h, the number of
colony-forming units (CFUs) was determined, and the results were expressed as percentages of

CFUs compared with those of untreated cells (viability in % CFU).

2.5. Cell membrane integrity, ROS accumulation, mitochondrial membrane potential,
and metacaspase activation

Cell membrane integrity, ROS accumulation, mitochondrial membrane potential, and
metacaspase activation were evaluated by flow cytometry using a FACSCalibur flow cytometer
(BD Bioscience, San Jose, USA) equipped with an argon-ion laser emitting at 488 nm. Flow
cytometry data of 20,000 cells were acquired using CellQuest Pro software (BD Bioscience, San
Jose, USA), and data analysis was carried out using FlowJo v.10 software (BD Bioscience, San
Jose, USA).

Cell membrane integrity and intracellular esterase activity were evaluated using the
FungaLight™ Yeast CFDA, AM/Propidium lodide Vitality Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA),
which includes two dyes: propidium iodide (PI), a nucleic acid dye that penetrates only membrane-
damaged cells, and 5-carboxyfluorescein diacetate acetoxymethyl (CFDA), a cell-permeable
esterase substrate that is cleaved by nonspecific esterases, resulting in a green fluorescent product.
Staining and flow cytometry analyses were performed according to the manufacturer’s

instructions.
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The accumulation of intracellular ROS was detected using 2',7'-dichlorofluorescein
diacetate (DCFH, Sigma-Aldrich, San Luis, USA) and dihydroethidium (DHE, Sigma-Aldrich,
San Luis, USA). DCFH and DHE stock solutions were prepared in DMSO (5 mg mL™). The
samples were treated with PH151 or the control (DMSO alone), stained with each dye at a final
concentration of 5 ug mL™!, and incubated for 30 min at room temperature. The samples were
evaluated by flow cytometry using the FL1 (488/533) filter for DCFH and FL3 (488/670) filter for
DHE.

To assess the mitochondrial membrane potential (Aym), cells were stained with 175 nM
3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6, Sigma-Aldrich, San Luis, USA) for 30 min at 30 °C
in the dark. After staining, the cells were analyzed by flow cytometry using the FL1 filter.

Metacaspase activation was detected using a fluorescent dye, CaspACE FITC-VAD-FMK
(Promega, Madison, USA), which irreversibly binds to active caspases. PH151-treated and control
cells were incubated with the dye for 30 min in the dark. Fluorescence was measured by flow

cytometry using the FL1 filter.
3. Results

Initially, we determined the MIC of the 8HQ derivative PH151 on S. cerevisiae BY4741.
The MIC was 95.5 uM (32 mg L"). Based on these results, we selected a sub-lethal concentration
(MIC/2) 0f47.8 uM, and lethal concentrations of 95.5 (MIC) and 191 uM (2xMIC), for subsequent
experiments.

The flow cytometric analysis of cell vitality and membrane integrity showed that PH151
reduced the integrity of the cell membrane (Figure 3). The data showed that 96.2% of cells treated
with PH151 at a dose of 191 uM lost membrane integrity (PI-positive). Yeast treated with
concentrations of 47.8 and 95.5 uM PH151 exhibited an increase in cell populations with high PI
fluorescence without loss of CFDA fluorescence, indicating that at these concentrations, PH151

induces cell membrane damage and approximately 3-fold increase in esterase activity. However,
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at the highest concentration (191 pM), PH151 showed a higher percentage of PI-positive cells with
low esterase activity (11.8% of cells). In addition, in the same experiment, yeast viability evaluated
by colony count showed a reduction of 95.7% in the treatment with 191 uM PHI151.

ROS are among the main triggers of programmed cell death in different organisms,
including yeast (Perrone ef al., 2008; Farrugia and Balzan, 2012). We evaluated the accumulation
of ROS in cells treated with different concentrations of PH151 and the control using two redox-
sensitive probes: DCFH and DHE. The data (Figure 4) showed a significant increase in DCFH and
DHE fluorescence in cells treated with PH151, indicating intracellular accumulation of ROS. At
the PH151 concentration of 95.5 uM, the average increase in DCFH fluorescence (Figure 4A) was
8-fold, whereas at concentrations of 47.8 and 191 uM, the increase was 5-fold. For DHE (Figure
4B), the average increase in fluorescence was 10-fold at the highest dose, whereas, at the
concentration of 47.8 uM, the increase was approximately 5-fold. As DHE detects Oz, these
results indicate that PH151 is responsible for an increase in ROS, probably generated by
mitochondria (De Nobel et al., 1989).

Changes in mitochondrial activity may be responsible for an increase in intracellular ROS
concentrations. Therefore, we evaluated the Aym using DiOC6. As shown in Figure 5, PH151
caused a significant modification of Aym, confirming mitochondrial dysfunction. Yeast cells
treated with the 8HQ derivative showed a dose dependent reduction in Aym.

Programmed or apoptotic cell death in yeast can occur via different mechanisms:
metacaspase-dependent and metacaspase-independent pathways. We assessed metacaspase
activity using CaspACE FITC-VAD-FMK, which binds irreversibly to active metacaspases. The
results showed that PH151 activated metacaspases in S. cerevisiae (Figure 6A). These data indicate
that PHI51 has the potential to induce cell death by apoptosis via a metacaspase-dependent
pathway.

To confirm this hypothesis we evaluated the effect of PH151 in wild-type (BY4741) and

three isogenic strains of S. cerevisiae with deletion on key genes of the apoptotic pathways. As
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can be observed in Figure 6B the YCA/ deletion mutant showed significantly higher viability
compared with the wild-type strain and the other mutants, confirming that yeast apoptosis induced
by PH151 is metacaspase-dependent, and other routes were not responsible for PH151-induced
apoptotic death. At the highest concentration (191 uM) YCAI mutant exhibited viability of
approximately 50%, whereas the wild-type strain and other mutants (AIF1 and NUCI1) showed
>95% death. In addition, the viability of the Aycal mutant was not affected by PH151 at a
concentration of 47.8 uM. These results indicate that the ROS stress caused by PHI151 is
responsible for triggering metacaspase-dependent cell death in aerobically growing S. cerevisiae

cells.

4. Discussion

Based on the MIC of PH151 for S. cerevisiae BY4741, we selected the concentrations of
47.8 (MIC/2), 95.5 (MIC), and 191 uM (2xMIC) to evaluate the effect of PH151 on BY4741 yeast
cells in a 6 h period (16, 32, and 64 mg L"!). Similar MIC values were obtained by Cherdtrakulkiat
et al. (2016), who studied the antimicrobial effect of 8HQ and its derivatives; for S. cerevisiae
ATCC 2601, they determined that the MICs of two 8HQ derivatives studied were 35.71 and 37.37
mg L. In another recent study, similar values (32 and 64 mg L) were obtained for three
compounds derived from 8HQ for different Candida sp. (Pippi et al., 2019).

Our data, obtained by flow cytometry analysis, showed that PH151 induces a loss of cell
membrane integrity, as evidenced by the high fluorescence of PI. Pippi ef al. (2019) demonstrated
that 8-hydroxyquinoline-sulfonic acids compromise the integrity of the cell membrane of C.
albicans, and attributed this damage to the cell membrane-related main antifungal mechanism of
the studied derivatives.

The intracellular concentrations of ROS can drastically increase under various stress

conditions that affect metabolism and cell viability (Farrugia and Balzan, 2012). In our
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experiments, the data showed an important increase in the accumulation of intracellular ROS after
exposure to PH151, indicating a programmed cell death process.

Intracellular accumulation of ROS in mitochondria induces a sequence of events that
include hyperpolarization of the mitochondrial membrane, oxidative explosion, breakdown of the
membrane potential, and mitochondrial fragmentation (Perrone et al., 2008; Zdralevic et al.,
2012). In our study, BY4741 yeast cells treated with PH151 showed a reduction in membrane
potential, which was dependent on the dose. These results indicate that the intracellular
accumulation of ROS caused by PH151 is responsible for mitochondrial dysfunction in yeast cells.

Caspases, which belong to the cysteine protease group (Mazzoni and Falcone, 2008), play
a key role in the activation of a cascade of proteolytic signaling during apoptosis in mammals.
Caspase-like proteases are called metacaspases, which play important roles in S. cerevisiae
(Kavakeioglu and Tarhan, 2018). In addition, apoptotic events in S. cerevisiae caused by external
and internal stimuli may be associated with the activity of the S. cerevisiae metacaspase Ycalp,
which is similar to mammalian caspases (Du et al., 2007). Flow cytometry analysis revealed a
significant increase in active metacaspase levels in S. cerevisiae cells treated with the 8HQ
derivative, indicating that PH151 can induce cell death by apoptosis through a metacaspase-
dependent pathway.

Programmed cell death in S. cerevisiae was observed under different stress conditions, such
as ethanol and acetic acid levels, cell age, and high salt concentrations, as well as other conditions,
such as the presence of drugs, hydrogen peroxide, and fungicides (Carmona-Gutierrez et al., 2010;
Scariot et al., 2016). To elucidate the mechanism responsible for PH151-induced apoptotic death,
we evaluated the effect of PH151 on wild-type (BY4741) and three isogenic strains of S. cerevisiae
with key genes of the apoptotic pathway deleted.

A comparison of PH151-induced cell death in the wild-type strain and mutants showed that
only the Aycal mutant exhibited significantly higher viability. These results demonstrate a clear

resistance of Aycal mutants to the studied derivative, indicating that PH151 induces metacaspase-
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dependent apoptosis in S. cerevisiae. Furthermore, as apoptosis by metacaspases is related to the
accumulation of ROS, the significant accumulation of intracellular ROS observed in S. cerevisiae
cells treated with PH151 can be explained by the fungicidal effect of this derivative. In this study,
PH151 induced the activation of metacaspases in S. cerevisiae, which could be closely related to

ROS production and mitochondrial dysfunction.

5. Conclusions

The results obtained in this study show that the compound PH151 has antifungal activity
against S. cerevisiae. This activity is associated with a loss of cell membrane integrity, intracellular
accumulation of ROS, reduced mitochondrial membrane potential, and activation of metacaspases,
elements that induce cell death by apoptosis.
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Figure Captions
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Figure 1. Chemical structure of 8-hydroxyquinoline.
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Figure 2. Chemical structure of 8-hydroxyquinoline derivative PH151.
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Figure 3. Cell membrane integrity (PI fluorescence) and viability (CFDA fluorescence) of wild-
type BY4741 yeast treated for 6 h with 0 (A, control), 47.8 uM (B), 95.5 uM (C), or 191 uM (D)
of PH151. A total of 20,000 cells were analyzed, and numbers within figures indicate the
percentages of cells within each quadrant.
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Figure 4. Intracellular concentration (fluorescence intensity) of ROS in untreated yeast (grey area)
versus cells treated with 47.8 uM (——), 95.5 uM (........ ), or 191 uM (- . =) of PH151 for 6 h.
(A) DCFH fluorescence intensity; (B) DHE fluorescence intensity.
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Figure 5. Mitochondrial membrane potential (Aym) (DiOC6 fluorescence) in control yeast (grey
area) versus cells treated with 47.8 uM (——), 95.5 uM (........ ), or 191 uM ( ) of PH151 for
6 h.
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Figure 6. (A) Caspase activity (VAD-FMK-FITC fluorescence) in control yeasts (grey area) versus
cells treated with 47.8 uM (——), 95.5 uM (........ ), or 191 uM ( ) of PH151 for 6 h. (B)
Viability (CFU %) of wild-type BY4741 (M) and deleted mutants aif! (M), nucl (), and ycal
(LJ) exposed to different concentrations of PH151 for 6 h. Error bar represent the standard error of
mean of three replicates. The asterisk indicates significant differences according to Student’s t test

(*P < 0.05).
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10. ANEXOS

10.1. Anexo 1
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10.2. Anexo 2
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do Sul (https://lume.ufrgs.br/).
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