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RESUMO

Os fungos constituem um grupo de microrganismo de grande interesse pratico e cientifico.
Algumas espécies de fungos sdo utilizadas na producéo de alimentos, bebidas e medicamentos.
Sendo o Rhizoctonia solani, um dos poucos fungos encontrado em praticamente todos os
continentes e tendo varais plantas como hospedeiras, seu metabolismo tende a sofrer algumas
alteragdes devido a interagcdo com a planta hospedeira e a variagdes regionais. Em um trabalho
canadense, sendo descrito como um patdégeno, foi isolado dipeptideos ciclicos do tipo 2,6-
dioxopiperazinas do filtrado da cultura do fitopatdégeno Rhizoctonia solani, ja em um trabalho
brasileiro, descrito como endofitico da planta S. terebinthifolius Raddi, popularmente
conhecida como aroeira, foi relatado que do extrato metandlico do micélio apresentou atividade
antinociceptiva em ratos. Com o objetivo de estudar o metabolismo presente em filtrados da
cultura (FCc) do endofitico Rhizoctonia solani, o fungo foi cultivado em seis frascos
Erlenmeyer contendo 100 mL de meio BD (Batata-Dextrose) durante oito semanas, sem
agitacdo, no escuro. A cada 7 dias, aliquotas de 1,5 mL de meio, foram filtradas em Millipore®
(0,22 uM). Cada fracao de 300 pL destas foram adicionadas de 300 puL de solugdo tampao
fosfato (pH 7.4, contendo 1 mM de TSP) e 50 pL de D20 transferidas para tubos proprios e
analisadas por RMN-1H (Bruker 400 MHz, UltraShild). Os dados obtidos foram preé-
processados no TopSpin®, e a regido contendo o sinal da agua foi suprimida utilizando do
experimento NOESY1D. Para identificacdo dos metabolitos utilizou-se de banco de dados da
literatura e do programa Chenomx®, verificando a presenca acetaldeido, acetato, alanina,
betaina, citrato, etanol, metanol, succinato e uracila. Os dados foram entdo normalizados e
alinhados antes de serem submetidos a analise estatistica multivariada utilizando-se o programa
MatLab® através de ferramentas desenvolvidas pelo Dr. K. Veselkov (Imperial College,
London, UK) e SIMCA®. Embora n&o se tenha detectado metabolitos secundarios no filtrado

da cultura, observou-se uma alta producéo de etanol.

Palavras-chave: Fungos. Rhizoctonia solani. RMN. Analise Multivariada. Metabolitos.



ABSTRACT

Fungi constitute a microorganism group that has great scientific and practical interest. Some
species of fungi have been used in the production of foods, beverages and medicines. Being the
Rhizoctonia solani, one of the few fungi found in almost all continents and having poles plants
as host, your metabolism tends to undergo some changes due to interaction with the host plant
and regional variations. In a Canadian study, it is described as a pathogen, it was isolated cyclic
dipeptides of type 2.6-dioxopiperazinas of the pathogen Rhizoctonia solani culture, already in
a Brazilian study, with the endophyte Rhizoctonia solani, of the plant S. terebintifolius Raddi,
popularly known as aroeira, it was reported that the methanol extract of mycelium was obtained
antinociceptive activity in rats. With the objective of studying the metabolism present in culture
filtrates (CF) of endophytic Rhizoctonia solani, the fungus was grown in six Erlenmeyer flasks
containing 100 mL of the BD medium for eight weeks, without agitation, in the dark. Every 7
days, 1.5 mL aliquots of medium, were filtered in Millipore® (0.22 uM). Each fraction of 300
uL of these were added for 300 uL of phosphate buffer solution (pH 7.4, containing 1 mM of
TSP), 50 pL of D0 and transferred to own tubes, and analyzed by *H-NMR (400 MHz Bruker,
UltraShild). Data were preprocessed using the TopSpin® program, and the region containing
the sign of the water was suppresses using NOESY1D experiment. For metabolites
identification it was used literatures databases and of the Chenomx® program, verifying the
presence of acetaldehyde, acetate, alanine, betaine, citrate, ethanol, methanol, succinate and
uracil. The data were then standardized and aligned before being subjected to multivariate
analysis using the MatLab® program through tools developed by Dr. K. Veselkov (Imperial
College, London, UK) and SIMCA®, although secondary metabolites are not detected in the

culture filtrate, it was observed high yields of ethanol.

Keywords: Fungi. Rhizoctonia solani. NMR. Multivariate Analysis. Metabolites.
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1. INTRODUCAO

A Natureza tem sido, por milhares de anos, uma fonte de agentes terapéuticos, e muitos
farmacos existentes atualmente derivam de fontes naturais (SARKER et al., 2006).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 75% das pessoas ainda
recorrem primeiramente a produtos a base de plantas para tratar problemas de satde (SARKER
et al., 2006).

Fungos sdo organismos metabolicamente ativos que sdo explorados comercialmente
como fabricas celulares para a producdo de enzimas e uma grande variedade de metabdlitos.
Sé&o conhecidas diversas fontes de compostos bioativos de fungos e a pesquisa para o isolamento
de novos metabdlitos a partir de fungos, que teve inicio hd muitos anos atras, ainda continua
muito ativa (ARCHER et al., 2008; SUN et al., 2010). Produtos naturais de fungos tem sido
farmacos revolucionérios contra diversas doencas, e também tem servido como inspiragdo para
farmacos inovadores (JIANG e AN, 2000).

A metabolémica é geralmente definida tanto quanto a analise qualitativa como a
quantitativa de todos os metabdlitos em um organismo. Ao analisar um metaboloma sera
detectado tanto os metabdlitos primarios quanto os secundarios (VERPOORTE; CHOI; KIM,
2007).

Dipeptideos ciclicos do tipo 2,6-dioxipiperazinas foram isolados do filtrado da cultura
do fitopatdogeno Rhizoctonia solani, em trabalho realizado no Canadad. Em um trabalho
executado no Brasil, com o endofitico Rhizoctonia solani, isolado da planta Schinus
terebitifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira, foi relatado que do extrato
metandlico do micélio apresentou atividade antinociceptiva em ratos. O presente trabalho
objetiva estudar os metatabolitos presentes, incialmente, no filtrado da cultura do endofitico

Rhizoctonia solani.
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2. OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os metabdlitos presentes no filtrado e no micélio da cultura do fungo

endofitico Rhizoctonia solani aplicando a técnica de RMN.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Cultivar o fungo em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar)

e Cultivar o fungo endofitico Rhizoctonia solani durante seis e oito semanas em
meio BD (Batata-Dextrose);

e Realizar coletas semanais do filtrado e do micélio da cultura do fungo;

e Realizar experimentos de RMN-!H, utilizando a técnica de NOESY 1D, com o
filtrado da cultura do fungo endofitico Rhizoctonia solani;

¢ ldentificar os metabdlitos presentes no filtrado da cultura do fungo ao longo de
oito semanas;

e Construir uma curva de crescimento do micélio ao longo de seis semanas.

e Executar analise multivariada dos dados de RMN-H, mostrando a evolugio

metabdlica da cultura através analise de OPLS.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Por milhares de anos a medicina e os produtos naturais estdo intimamente ligados
através da utilizacdo de medicamentos populares e o uso de venenos naturais (BUTLER, 2004).

Os produtos naturais tém sido a fonte de maior sucesso de droga em potencial. No
entanto, os recentes esfor¢os na implementacéo de descoberta e desenvolvimento de drogas tém
demonstrado um declinio no interesse. Entretanto, os produtos naturais continuam a fornecer
uma diversidade estrutural GUnica em compara¢do com a quimica combinatoria padrdo, que
apresenta oportunidades para descobrir novos compostos, principalmente de baixo peso
molecular. Uma vez que menos de 10% da biodiversidade do mundo foi avaliada com potencial
atividade bioldgica, muitos compostos naturais podem ser descobertos, com o desafio sendo
acessar essa diversidade quimica natural (MISHRA; TIWARI, 2011; REY-LADINO et al.,
2011; CRAGG; NEWMAN, 2005; HAEFNER, 2003; BUTLER, 2004).

3.1 FUNGOS

Desde o surgimento do primeiro fungo ha milhares de anos até os dias atuais, 0s
mesmos tém desempenhado papeis muito importantes, indo desde a degradacdo de materiais

organicos a producdo de farmacos como mostrado na figura 1.

Figura 1. Potencial de interagéo e utilizagdo dos fungos
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- FARMACEUTICA lologico de
METABOLITOS Efluentes
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Fontes: ESPOSITO, 2010 apud ALEXOPOULOS, 1996.
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%

Producdo de
Antibidtico
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Os fungos, também chamados de bolores, mofos ou cogumelos, na maior parte das

vezes, sdo lembrados somente pelos danos que algumas espécies causam, como mostrado na
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Figura 2, onde de cerca de 1,5 milhGes de espécies a qual estima-se existir, cerca de 90 mil
foram descritas e menos de 150 foram descritas como patégenos ao ser humano (AZEVEDO,
1997; ANVISA, 2004, ESPOSITO, 2010).

Figura 2. Principais maleficios causados por fungos

MICOSE HUMANA MORTE DO
E ANIMAIS ORGANISMO EM PLANTAS
DEPRECIACAO T DOENCAS <= EM ANIMAIS
\ ATACANDO ” OUTROS

PRODUTOS AGRICOLAS TECIDOS VIVOS

'\ ALERGIA DOENCAS
MADEIRA @ lepxlcm;ﬁo<
>DECDMPDS|(;ED MICOTOXINAS ~ MORTE

HIDROCARBONETOS "
DEGRADACAO

ATAQUE A RESINA FERMENTACAO
DE LENTES INDESEJADA

Fonte: PUTZKE e PUTZKE 2002

Os fungos sdo geralmente formados por um emaranhado de filamentos de células,
denominadas hifas, as quais variam em diametro, espessura (Figura 3.a) e cor, o qual facilitam
a colonizacéo das fontes de alimentos, e sua reproducao. O tamanho das hifas pode variar de 1
a 30 mm, ou mais, dependendo da espécie e das condic¢des de crescimento. O conjunto de hifas
é denominado micélio (Figura 3.b) (PUTZKE; PUTZKE, 2004; WEBSTER; WEBER, 2007;
KAVANAGH, 2005).

Figura 3. (a) Representacdo de diferentes hifas (b) Representacéo de diferentes micélios

(b)=t

Fontes: (a) WEBSTER; WEBER, 2007, (b) < http://cienciahoje.uol.com.br/revista-
ch/2011/286/quando-os-microrganismos-salvam-vidas> acessado em: 08/06/2015
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Diferente dos animais e plantas, a reproducdo dos fungos é algo facultativo, ou seja, se
as condicdes do meio onde vivem permitem sua reproducdo, entdo a mesma ocorre
(ESPOSITO, 2010). Dependendo da espécie do fungo, 0 mesmo pode se reproduzir de forma
sexuada (isto é, a fusdo nuclear e meiose) ou assexuada (isto &, puramente divisdo celular
mitética) (WEBSTER; WEBER, 2007).

Os fungos sdo seres heterdtrofos, ou seja, que ndo produzem seu proprio alimento,
obtendo assim seus nutrientes parasitando outros ambientes, tendo sua necessidade nutricional
dividida em duas classes, os macronutrientes (exigindo em quantidades por volta de 102 M) e
os micronutrientes (requeridos em quantidades por volta de 10° M ou menos), tendo como
macronutrientes carbono, hidrogénio, oxigénio, fdsforo, potassio, nitrogénio, enxofre e
magnésio, e como micronutrientes ferro, cobre, manganés, zinco e molibdénio. Para alguns
fungos também sdo necessarios como micronutrientes escandio, galio, vanadio e cobalto
(PUTZKE; PUTZKE, 2002 apud RUIZ-HERRERA et al 1990, SERANO; RODRIGUEZ-DE-
VALE, 1990, FRIES, 1965). A tabela 1 descreve a finalidade de alguns nutrientes.

Segundo PUTZKE e PUTZKE (2002), o metabolismo dos fungos constitui-se em uma

série de reacdes quimicas que servem para duas funcgdes:

1- Anabdlica: consiste na troca de nutrientes nos componentes estruturais e funcionais
do organismo, sendo considerada a fase construtiva; ela depende da fungéo
catabdlica;

2- Catabolica: consiste na extracdo de energia quimica ou de elementos nutritivos de
substancias complexas para prover de energia e de materiais as rea¢fes anabolicas,

sendo considerada uma fase de consumo.

Os fungos obtém a sua energia a partir da oxidagdo de compostos organicos carbonados,
como a glicose. Metabolicamente, os fungos sdo versateis bioquimicamente, produzindo
metabdlitos primarios como o &cido citrico, etanol, glicerol e metabdlitos secundarios como
antibioticos (penicilina) e aflotoxinas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2005).

Tabela 1. Elementos requeridos pela célula do fungo

Elemento Fontes Comuns Funcdo na Célula

Carbono Acucar Estrutura elementar das
células do fungo em

combinagdo com hidrogénio,



Hidrogénio

Oxigénio

Nitrogénio

Fosforo

Potassio

Magnésio

Enxofre

Calcio

Prétons de ambientes acidos

Ar, Oz

Sais de NH;*, uréia, amino

acidos

Fosfatos

Sais de K*

Sais de Mg?*

Sulfetos, Metionina

Sais de Ca?*

oxigénio e nitrogénio. Fonte

de energia

PH 4cido intracelular (em
torno de 5-6) necessaria para

o metabolismo dos fungos

Substrato para respiratério e
outras enzimas oxidativas de
funcdo mista. Essencial para
a sintese de ergosterol e

acido oleicos insaturados

Estruturalmente e
funcionalmente como
nitrogénio aminico orgéanico

em proteinas e enzimas

Transformagdo de energia,
acido nucleico e estrutura da

membrana

Balanco ib6nico, atividade

enzimatica

Atividade enzimatica, células

e estrutura de organelas

Aminoacidos e vitaminas

sulfidrilo

Possivel mensageiro
secundario na transdugdo de

sinal
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Cobre Sais de cobre Pigmento redox

Ferro Sais de ferro: Fe3 é Proteinas heme, citocromos
qguelatado e langcado como

Fe?* dentro da célula

Magnésio Sais de Mn?* Atividade enzimatica

Zinco Sais de Zn?* Atividade enzimatica

Niquel Sais de Ni* Atividade enzimatica

Molibdénio Na;MoO, Metabolismo de nitratos,
vitamina Bi,

Fonte: Kavanagh, 2005.

3.2 FUNGOS ENDOFITICOS

A palavra ‘endofitico’ etimologicamente significa ‘dentro da planta’ (endon: dentro,
phyton: planta). Inicialmente, o termo endofitico se referia a qualquer organismo que
colonizasse o interior de uma planta, mas foi Wilson em 1995 quem restringiu o0 termo
unicamente para micro-organismo, referindo-se somente a fungos e bactérias que nao provocam
danos aparente a planta hospedeira. Atualmente, este termo se refere a fungos, bactérias, algas
e insetos, onde os fungos sdo 0s micro-organismos que se tem isolado com maior frequéncia
como endofitico (KUSARI; HERTWECK; SPITELLER, 2012, RODRIGUEZ et al., 2009,
SCHULZ e BOYLE, 2005, STROBEL et al., 2004, TAN, 2001).

Os fungos vivem em mutualismo, comensalismo ou antagonismos com uma ampla faixa
de organismo (KRIEL; SWART; CROUS, 2000). Os fungos ndo produzem clorofila, entdo, em
alguns casos, sua sobrevivéncia depende do sucesso da sua associagdo com outros seres Vivos,
especialmente as plantas (ZOBERI, 1972).

O endofitismo se refere a uma associacdo de custo-beneficio ndo obstrutiva, e sim
assintomatica e transitéria, definida por localizagdo, e que se estabelece dentro do tecido vivo
da planta hospedeira (KURASI; HERTWECK; SPITELLER, 2012, RODRIGUEZ, 2009,
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SCHULZ, 2005, STROBEL, 2004, TAN, 2001), o fungo passa a receber nutri¢ao e abrigo da
planta, aumentando sua sobrevivéncia. A planta, por sua vez, aumenta sua capacidade
competitiva e sua resisténcia contra fatores bioticos (CLAY; SCHARDL, 2002) e abidticos
(SAIKKONEN et al., 1998; SCHARDL; LEUCHTMANN; SPIERRING, 2004). O mecanismo
pelo qual o fungo beneficia e aumenta o desempenho do seu hospedeiro é através da excre¢do
de metabdlitos (SCHULZ et al., 1995), beneficiando por meio de trés mecanismos:
1. Direto: por meio de enzimas e/ou metabdlitos secundarios com atividade anti-
patdgeno, produzidos diretamente pelo fungo endofitico;
2. Indireto: consiste na inducdo ou aumento da expressao do mecanismo de defesa
quimica ou fisioldgica intrinsecos a sua planta hospedeira;
3. Ecoldgico: sdo realizadas por ocupar nichos ecolégicos, hiper-parasitismo e
predacdo (HERRE et al., 2007, GAO et al., 2010).

Os endofiticos podem estar presentes em todos os érgdos de uma planta (PETRINI et
al. 1992), possuindo as exoenzimas necessarias para colonizar seus hospedeiros (SCHULZ et
al., 2002), mas, usualmente, habitam as partes superiores de plantas como folhas, galhos,
cascas, peciolos e estruturas reprodutivas (FAETH &FAGAN, 2002). Estes micro-organismos
foram descobertos em todas as plantas examinadas até 0 momento (ARNOLD et al., 2000),
sendo capazes de colonizar uma ampla faixa de hospedeiros, alguns mostrando especificidade
a certas plantas (KRIEL; SWART; CROUS, 2000).

Os micro-organismos endofiticos constituem uma fonte potencial de produtos naturais
pouco explorada, quando comparada as plantas e organismo marinhos. A maioria das pesquisas
com endofiticos tém sido realizadas em paises do hemisfério norte e Nova Zelandia. Os
resultados de regides tropicais s&é0 menos numerosos, mas tém mostrado que as plantas tropicais
apresentam grande diversidade de micro-organismos endofiticos, muitos deles ainda ndo
classificados e que podem pertencer a novos géneros e especies (AZEVEDO et al, 2000;
STROBEL, 2002). Uma grande diversidade de metabolitos pode ser encontrada com o estudo
de fungos obtidos em uma Unica espécie vegetal, pois se estima que cerca de 1,3 x 10°
endofiticos habitem as 270.000 plantas vasculares conhecidas (BRADY; CLARDY, 2000).

3.3 METABOLITOS PRIMARIOS

Metabdlitos primarios estdo envolvidos no crescimento, desenvolvimento e reproducédo
do organismo. O metabdlito principal é tipicamente um componente-chave na manutencao de

processos fisioldgicos normais; assim, € muitas vezes referido como um metabdlito central.
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Metabolitos primarios séo tipicamente formados durante a fase de crescimento, como resultado
do metabolismo energético, e sdo consideradas essenciais para o0 crescimento adequado
(Boudless, 2015). Sdo usados em industrias alimenticias e de racdo incluindo alcoois (etanol),
amino&cidos (glutamato monossodico, lisina, treonina, fenilalanina, triptofano), nucleotideos
flavorizantes (acido 5-guanilico, &cido 5-inosinico), acidos organicos (acético, propidnico,
fumarico, lactico), polidis (glicerol, manitol, xilitol), polissacarideos (xantona), acUcares
(frutose, ribose) e vitaminas (riboflaxina, cianocobalamina, biotina) (DEMAIN, 2000;
RAJASEKARAN; CHANDRASEKARAN; MUTHSELVAM, 2008).

3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

Em contraste aos metabolitos primarios, os metabdlitos secundarios ndo séo essenciais
ao crescimento e de fato pode ter pouca ou nenhuma funcéo primaria dentro do organismo. Os
metabdlitos secundarios sdo produzidos quando o organismo entra na fase estacionaria. Os
metabolitos produzidos nesta fase sdo muitas vezes associados com a diferenciacdo e a
esporulacdo e podem ter importantes atividades bioldgicas, as quais, em alguns casos, tém sido
exploradas economicamente (KAVANAGH, 2005) para a produgdo de inseticidas, corantes,
flavorizantes, aromatizantes e medicamentos (MARASCHIN, M.; VERPOORTE, R., 2007).

Na natureza, metabdlitos secundarios sdo importantes para 0S organismos que 0S
produzem, funcionando como (i) hormdnios sexuais, (ii) iondforos, (iii) “armas” competitivas
contra bactérias, fungos, amebas, insetos e plantas, (iv) atividades desconhecidas (DEMAIN;
ADRIO, 2008). Metabdlitos secundarios sdo usualmente separados em cinco grupos: derivados
de aminodcidos, peptideos ndo ribossomais, policetideos, derivados de acidos graxos e hibridos
de policetideos-peptideos (KEMPKEN; ROHLFS, 2010; ROZE; CHANDRA; LINZ, 2011).

Através do metabolismo da glicose sdo formados praticamente todos os metabdlitos
primarios e secundarios. Esta é convertida em moléculas de acido pirtvico que podem seguir
duas vias diferentes. Na primeira, moléculas de piruvato entram na via do &cido chiquimico
para formar todos os metabdlitos secundarios aromaticos (alcaldides indolicos, quinolinicos,
isoquinolinicos, ligninas e lignanas, cumarinas e taninos hidrossoluveis). Na segunda, o
piruvato continua sendo oxidado até a formacdo de moléculas de acetil-coenzima A (acetil-
coA). A combinacdo de uma unidade do acido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato
ou derivados destes, podera resultar na producdo de antraquinonas, flavandides e dos taninos
condensados (Figura 4) (SANTOS, 2004).
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Figura 4. Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios
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O metabolismo da glicose ocorre pela glicolise, uma via central e universal, através da
qual ocorre, na maioria das células, o principal fluxo do carbono (JOHNSTON, 1999) (Figura
5).
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Figura 5. Representacio esquematica do metabolismo da glicose e TCA (Ciclo do Acido
Tricarboxilico) ou Ciclo de Krebs
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3.5 RHIZOCTONIA SOLANI

A forma do género Rhizoctonia é considerada como um conjunto heterogéneo de taxons
de fungos filamentosos que ndo produzem esporos assexuais e compartilham uma série de
caracteristicas comuns em seus estados anamérficos (formas mais complexas). Os organismos
pertencentes a este complexo de espécies sdo geralmente fungos do solo, em sua maioria
associados com raizes e, geralmente, patégenos, embora tenha havido relatos de um nimero de
taxa saprofita e simbiGtica (GARCIA et al., 2006).

Relatos sobre isolados de Rhizoctonia, fitopatogénicos ou saprofiticos, ndo descritos ao
nivel de espécie sdo comuns na literatura devido as dificuldades na identificacdo impostas por
limitacGes morfoldgicas e taxondémicas do género, tais como: (i) auséncia de esporos assexuais;
(i) instabilidade na morfologia de culturas e esclerddios, em fungéo de variagdes nas condi¢es
de cultivo (PARMETER; WHITNEY, 1970); (iii) ampla variabilidade morfoldgica, sendo que
ha espécies constituidas por diferentes grupos de isolados com afinidade para efetuar
anastomose de hifas entre si (OGOSHI, 1987); (iv) necessidade de métodos especificos para se
induzir estruturas basidiais in vitro (CARLING; SUMMNER, 1992) e (v) desconhecimento dos
teleomorfos para algumas espécies anamorficas (STALPERS; ANDERSEN, 1996).

Rhizoctonia solani, ¢ o mais estudado do seu género, é um fungo cosmopolita, com
vasto nimero de hospedeiros e causador de importantes doengas na maioria das plantas
cultivadas em todo o mundo incluindo agrondémicas, ornamentais e espécies florestais, sendo
considerado um dos patdgenos de plantas mais destrutivos (ANDERSON, 1982; CASTRO et
al, 2009; SNEH; BURPEE; OGOSHI, 1991).

De acordo com trabalho de PEDRAS et al. (2005), quatro metabdlitos secundarios
foram isolados e identificados, pela primeira vez, do filtrado da cultura de Rhizoctonia solani:
(1) Np-acetiltriptamina e trés dioxopiperazinas, (2) ciclo(S-Pro-S-Leu), (3) ciclo(S-Pro-S-lle) e
(4) ciclo(S-Pro-S-Val) (FIGURA 6).

Diferente do trabalho de PEDRAS et al. (2005) e muitos outros, BARROS et al. (2011)
trata o fungo Rhizoctonia solani com um endofitico, o qual foi extraido da planta Schinus
terebinthifolius, popularmente conhecida como aroeira, onde do extrato metanolico do micélio

foi detectada atividade antinociceptiva em ratos.



Figura 6. Compostos extraidos e elucidados por PEDRAS (2005)
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Fonte: Préprio autor.

3.6 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)
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O continuo progresso da espectroscopia de RMN pode claramente ser vista na lista de

ganhadores de prémios Nobel. Em 1944, o primeiro Prémio Nobel de Fisica foi concedido a

Isaac Rabi pelo desenvolvimento de um método de ressonancia que possibilitou o registro das

propriedades magnéticas dos nucleos atbmicos. Bloch e Purcell receberam o prémio em 1952

como uma homenagem aos primeiros experimentos praticos de RMN, que foram realizadas

independentemente por ambos em 1945, em diferentes lugares. A partir deste momento, a

espectroscopia de RMN comecou a se tornar mais do que um experimento fisico. Pela

descoberta do “deslocamento quimico” o método tornou-se uma ferramenta Util para os

quimicos na elucidacdo de estruturas. Os primeiros espectrometros de RMN uteis foram de

onda continua (CW), cujos instrumentos utilizavam eletroimas permanentes. Sua utilidade

chegou ao fim com o surgimento dos magnetos supercondutores na década de 1970. No entanto,

somente quando Ernst desenvolveu os principios basicos do método de transformada de Fourier

(FT), os fundamentos dos métodos modernos de espectroscopia de RMN foi colocado.
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Inicialmente, a espectroscopia de RMN era um dominio de médicos, sendo Ernst o primeiro
quimico na lista de ganhadores do Prémio Nobel, em 1991. Uma década mais tarde, Wthrich
foi 0 segundo quimico agraciado. Ele recebeu o Prémio em 2002 pela elucidacéo de estruturas
tridimensionais de macromoléculas. A técnica de RMN tornou-se uma ferramenta importante
em varios campos cientificos, especialmente para medicina. Nao € de estranhar que apenas um
ano depois, a técnica de RMN foi homenageada novamente, e os prémios Nobel foram
concedidos a Lauterbach e Mansfield por suas pesquisas em imagens de ressonancia magnética.
Atualmente, a comunidade RMN espera novos Prémios no futuro, em uma das areas de
aplicacdo da espectroscopia de RMN (HOLZGRABE; DIEHL; WAWER, 2008).

3.6.1 Principios de Ressonancia Magnética Nuclear

Os nucleos de todos os atomos, podem ser caracterizados por um namero quéantico de
spin nuclear, 1, que pode ter valores maiores ou igual a zero e que sdo multiplos de Y. Aqueles
com | = 0 ndo possuem spin nuclear e desta forma ndo apresentam o fenébmeno da RMN.
Embora muitos ndcleos possuam | = 0, como por exemplo o carbono-12, pelo menos um de
seus is6topos possui spin nuclear diferente de zero, como é o caso do carbono-13 (Tabela 2). A
propriedade de spin nuclear é fundamental para que ocorra o fenébmeno de RMN. Como todo
nucleo possui um momento angular, ou seja, possui um movimento giratorio em torno de seu

préprio eixo, faz com que seja gerado um momento magnético (Figura 7) (CLARIDGE, 2009).

Figura 7. Proton girando em torno do seu proprio eixo gerando um momento angular e um

momento magnético

|
|
|
C
|
|

Fonte: TELLEZ, M. A. La Mecanica Cuantica, disponivel em < http://la-mecanica-
cuantica.blogspot.com.br/2009/08/el-experimento-stern-gerlach.html >, acessado em
14/06/2015.


http://la-mecanica-cuantica.blogspot.com.br/
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O momento magnético gerado é diretamente proporcional ao momento angular p, ¢ a

razdo giromagnética y do nucleo em questéo, a qual € um valor constante para cada isétopo.
w=py (Eq. 1)
Tabela 2. Propriedades dos nucleos de spin ¥z selecionados. As frequéncias sdo dadas para um
espectrémetro de 400 MHz (magneto de 9,4 T), as sensibilidades sdo dados relativos as
observacdes de protons e incluem termos tanto para sensibilidade intrinseca do ndcleo e quanto

sua abundancia natural

Abundéancia Frequéncia RMN o _
Isétopo Sensibilidade Relativa
Natural (MHz)

H 99,98 400 1,0

°H 0 426,7 1,2

B3¢ 1,11 100,6 1,76 x 10
e\ 0,37 40,5 3,85 x10°
1 100,00 376,3 0,83

295 4.7 79,5 3,69 x 10*
s1p 100,00 161,9 6,63 x 102
Se 7,58 76,3 5,25 x 10*
103Rh 100,00 12,6 3,11 x10°
113¢cd 12,16 88,7 1,33 x 107
1193n 8,58 149,1 4,44 x 10°
183w 14,40 16,6 1,03 x 10°
195pt 33,80 86,0 3,36 x 103
207pp 22,60 83,7 2,07 x 107

Fonte: CLARIDGE, 2009
Quando ndo expostos a um campo magnético forte, todos os nucleos, de um mesmo
elemento, sdo equivalentes. No entanto, quando expostos a um campo magnético externo (Bo),
0s momentos magnéticos dos nucleos alinham-se com este campo, adquirindo 21 + 1 (Eqg. 2)
orientac@es (Figura 8a), onde, os nlcleos que alinham a favor do campo By (spin o) corresponde
ao estado de menor energia, ja 0s ndcleos que se alinham contra o campo Bo (spin B)

corresponde ao estado de maior energia. A diferenga de energia entre o estado o e B € quantizada
e diretamente proporcional a intensidade do campo Bo (AE = hv = —(:—Z)BO Eq. 3), como

pode ser observado na Figura 8b, onde h corresponde a constante de Planck (CLARIDGE, 2009;
KEELER, 2002; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005)
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Figura 8. (a) NUmero de orientagBes que um nucleo pode assumir de acordo com o seu I. (b)

Diferenca de energia entre os estados o e B quando expostos a um campo magnético externo.

Spin=-%,p
Ny
a) E T
[=%
— ] AE
I =372
5 112 - ,-"f —172 \L
& { 12 g :] { 2
g Spin=+"%,a
I=1/2 =1 1=32 N,
b) Field Strength (B)

Fontes: a) CLARIDGE, 2009; b) SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005.

A distribuicdo dos spins nos dois niveis de energia é regida pela equacdo de Boltzamnn
(MAZZOLLA, 2009):

Ve _ () Eq. 4

Onde N, € o nimero de spins alinhados paralelamente, Ng € 0 nimero de spins alinhados
antiparalelamente, K é a constante de Boltzmann k=1,3805 x 10 joules/kelvin e T é a
temperatura em Kelvin.

A orientacdo paralela é a de menor energia potencial e, portanto, representa a situacéo
mais estavel. Nela, o sentido dos momentos magneticos coincide com o sentido do vetor campo
magnético. Na orientagdo antiparalela, o vetor momento magnético se dispde em sentido
contrério ao vetor campo magnético. Esse € um estado metaestavel, isto €, um estado excitado,
cuja energia potencial é superior a energia do estado paralelo (GARCIA, 1998).

Uma vez expostos a um campo magnético, os nucleos tendem a tentarem se alinhar com
0 campo By, no entanto 0 momento angular faz com que surja um novo movimento, chamado
de movimento de precessdo (Figura 9). A frequéncia com que o nucleo precessa é denominada
frequéncia de Larmor
(MAZZOLA<http:/Irle.dainf.ct.utfpr.edu.br/hipermidia/images/documentos/Principios_fisicos

_da_ressonancia_magnetica.pdf>).
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Figura 9. Movimento de precessao efetuado pelo nucleo quando exposto a um campo externo

Processional orbit

Nuclcar magnetic
dipole u

Spinning proton

By

Fonte: SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005.
Quando os nucleos estdo orientados por um campo magnético externo, a soma de todos
0s vetores magnéticos fornece uma resultante Mo que tem a mesma direcdo e sentido do vetor
campo magnético (Figura 10), essa resultante se deve ao fato da populagdo de spins orientada

no mesmo sentido do campo aplicado ser mais numerosa do que a populacéo orientada no
sentido contrario a este campo (GARCIA, 1998).

Figura 10. A soma de todos os vetores resultando na formacao de um vetor magnético Mo

M,

?

Fonte: SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005
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3.6.2 Obtencdo de espectro de Ressonancia Magnética Nuclear

ApOs a amostra ser inserida no equipamento, passando a ficar exposta a um campo Bo,
que tem a finalidade de alinhar todos os nucleos das moléculas, sao aplicados pulsos de energia
de radiofrequéncia B perpendicular ao campo Bo. Por convengéo, considera-se que o campo
Bo esté paralelo ao eixo z e 0 campo B: ao eixo x. Ao absorver a energia fornecida, ocorre a
magnetizacdo do nucleo no plano x-y. Contudo, o ncleo mantém seu movimento precessional
em torno no eixo z. Ao ser cessado o pulso de RF o nucleo tende a retornar ao seu estado inicial,
ou seja, libera a energia absorvida a medida que retorna ao seu estado de origem, alinhado com
0 campo Bo. Esta energia é detectada e medida por bobinas proxima a amostra que transforma
o sinal em um espectro de decaimento da energia livre (FID, do inglés Free Induction Decay).
Os sinais coletados correspondem a diferenca entre a frequéncia aplicada e a frequéncia de
Larmor (CLARIDGE, 2009; PAVIA et al., 2012; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2005).

Os sinais adquiridos sofrem um processo matematico denominado Transformada de

Fourier, que gera um espectro convencional de RMN, como se segue na figura 11:

Figura 11. Obtencao do sinal de RMN

Magneto Supercondutor Prec‘?sséo
(Refrigerado com hélio liquido) df’ nucIPjo FID Transformada
-t ' de Fourier |
. > '.!1;("‘ .
Pulso de " Dominio Dominio de
- -
Rf de tempo frequéncia

Os pulsos de excitagdo de radio
frequéncia e os resultados dos
sinais de RMN, sd3o enviados
através de cabos entre o
L4l o) equipamento e o computador. Console de operagao
do gerador de radio
frequéncia e do
computador.

A transformada de Fourier que converte
o sinal no dominio de tempo para no
dominio de frequéncia ocorre no
console do computador.

O tubo com a amostra gira
dentro do equipamento, no
cento do magneto.

Fonte: Adaptado de RAFAEL, 2015
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3.6.3 Deslocamento Quimico

B, P . 4 .
De acordo com a eg. 5 (v = %), todos os nacleos de determinado 4tomo, deveriam

entrar na mesma frequéncia com o campo magnético aplicado, contudo, isso ndo ocorre, devido
a presenca dos elétrons, que por estarem em movimento geram seu préprio campo magnético.
Este campo gerado interage com o atomo, blindando o nicleo, ou seja, 0 campo incidente no
atomo, quando o pulsos de radiofrequéncia for aplicado, sera de menor intensidade que o
aplicado devido ao efeito de blindagem dos elétrons, fazendo, desta forma, com que o campo
aplicado tenha diferentes intensidades em cada ponto da molécula, gerando diferentes
ambientes quimicos na molécula (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005;
HOLZGRABE, 2008 ). Devido a isto, a eq. 5 foi alterada, para:
ver =22 (1 0) (Eg. 6)
O simbolo ¢ acrescentado corresponde a constante de blindagem, que pode variar
dependendo do ambiente quimico no qual o nucleo se encontra.
De acordo com a eq. 6 o deslocamento quimico dos sinais de um composto em um

espectro de RMN sera dado de acordo com campo Bog (Figura 12), variando com a varia¢do do
campo efetivo (KEELER, 2002).

Figura 12. Espectro de RMN H! do CH3CHOH a 60 MHz e 100 MHz

CH,CH,OH

60 MHz /\
222 155 m D
100 MHz o P N

370 258 122 0

A, Hz {(H increasing —)

Fonte: http://www.ifsc.usp.br/~donoso/espectroscopia/RMN.pdf

Para ndo haver diferenca de deslocamento quimico entre diferentes equipamentos
convencionou-se a utilizacdo de uma escala em ppm (parte por milhdo), visto que 1 MHz

corresponde a 1 milhdo de Hertz, onde a escala ¢ dada em & que corresponde a:

§ = LIS 1 106 (Eq. 7)

Vegq.
onde, ver corresponde a frequéncia observada do ambiente quimico, vrms a frequéncia

observada de um composto de referéncia neste caso o tetrametil-silano, que por convencao seu
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deslocamento quimico foi determinado como sendo zero e veq. a frequéncia de operagdo do
equipamento. Convertendo a escala de deslocamento quimico de Hz para &, o deslocamento
quimico de um mesmo ambiente quimico sempre corresponderd ao mesmo valor independente
do equipamento que se utilize (KEELER, 2002).

Figura 13. (a) Tetrametil-silano (TMS) e (b) Trimetilsilil propionato de sédio (TSP)

CHj |
Si o)
H3C——Si——CHj H3C// F
HsC 5
- +
(a) CHs (b) D O™ Na

Fonte: (a) Proprio autor

Os TMS e 0 TSP, Figura 13, sdo utilizados como compostos de referéncia pelo fato de
possuirem seus protons bastante blindados, tendo sido a eles atribuidos, por convengdo, como
deslocamento quimico, valor igual a 0 (zero) ppm. No entanto, o TSP é utilizado como
composto de referéncia de deslocamento quimico quando o solvente utilizado € a agua, e 0 TMS

para 0s demais solventes.

3.6.4 Acoplamento

Observando-se um espectro de RMN, pode-se ver que os sinais originados das absorgdes
nem sempre aparecem como picos unicos ou singletos, mas podem aparecer também como
dupletos, tripletos, quartetos etc., 0 que esta relacionado com o que se chama acoplamento spin-
spin (NASCIMENTO, JR., 2001).

O acoplamento spin-spin resulta da influéncia que o campo magnético gerado por um
nucleo exerce sobre um outro nicleo. Na Figura 14 podemos observar esse acoplamento, onde
na situacdo X, o campo sentido por Ha serd o campo gerado por Hg (B1) mais o campo Bg
aplicado, por outro lado, na situagdo Y, o campo sentido por Ha serd o campo aplicado Bo
menos o campo gerado por Hg (B1) (SALLES, 2009).
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Figura 14. Campo sentido por Ha

Campo efetivo =Bg+ B4 Campo efetivo = By - By
H,\ H[—l H__-\ P HH,
~
R—C, Cy—R R—C, Cs—R
R R R R
X Y

Fonte: SALLES, 2009

Portanto, o sinal gerado para Ha, apresentado na Figura 15, mostra um desdobramento
de sinais gerado pelo acoplamento de spins, onde o sinal a esquerda é de desprotecédo e o gerado
a direita é de protecdo (SALLES, 2009).

Figura 15. Desdobramento do sinal

Desprote¢do: Hg com o Prote¢do: Hg com o
spin alinhado ao campo Spin oposto ao campo
aplicado (X) aplicado (Y)

Deslocamento de Hy
na auséncia de Hg.

Fonte: SALLES, 2009

As intensidades dos picos em um multipleto ndo sdo as mesmas. Elas estéo associadas
ao numero de transi¢cdes naquela determinada frequéncia de cada um dos picos observados.
Para nucleos com | = %, a intensidade dos picos do multipleto pode ser obtida a partir do
tridngulo de Pascal (Figura 16), dispensando o calculo dos nimeros de transi¢fes associadas a
cada um dos picos. Assim, para um dupleto, por exemplo, a intensidade dos sinais sera de 1:1;
para um tripleto, de 1:2:1; para um quarteto, de 1:3:3:1; e assim por diante, segundo os valores
expressos no triangulo de Pascal (NASCIMENTO, JR., 2001).
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Figura 16. Triangulo de Pascal

Fonte: http://cognosco.blogs.sapo.pt/arquivo/590173.html, acessado em, 15/06/2015
3.6.5 Integracdo

A drea de cada sinal, em um espectro de RMN de hidrogénio, corresponde a quantidade
de ndcleos que representa aquele sinal. No entanto, a quantidade determinada é relativa e ndo

absoluta.
3.6.6 Efeito Nuclear Overhauser (NOE)

O NOE é de grande importancia na espectroscopia por RMN. Este efeito é oriundo da
interacdo dipolo-dipolo entre spins. Diferentemente do acoplamento escalar, ocorre através do
espaco, quando a distancia entre eles é proxima o suficiente para os dipolos interagirem
magneticamente. Devido a este acoplamento, os spins ndo relaxam independentemente.
Enquanto que as componentes transversais relaxam para um valor nulo, 0 mesmo nao acontece
com as componentes longitudinais (FADEL, 2003).

O NOE utiliza uma fonte adicional para irradiar um nacleo em sua frequéncia de
ressonancia (v2) e detectar o efeito da irradiagdo em um nucleo distinto usando um pulso usual
(v1). Neste experimento é produzida uma polarizacdo provocada pela irradiacdo v» através do
espaco, e isto provoca o aumento da populacdo do nivel mais alto de energia no hidrogénio
vizinho ndo irradiado. Este excesso de populacdo sofre relaxagdo T1 a um nivel de energia mais
baixo, aumentando assim a intensidade do sinal do(s) hidrogénio(s) vizinho(s). Em moléculas
muito grandes, outros fatores podem intervir e o resultado pode ser a diminuic¢do da intensidade
do sinal. (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).



36

3.7 ANALISE MULTIVARIADA

O desenvolvimento de técnicas instrumentais sofisticadas e de processos quimicos
avancados em conjunto com a grande evolugdo na area da computacdo conduziram a uma
necessidade crescente do uso de procedimentos matematicos e estatisticos mais complexos no
tratamento dos dados obtidos.

Em todo experimento, a parte essencial e determinante do sucesso na obtencdo dos
resultados € a analise de dados, que pode ser univariada ou multivariada. Nomeia-se de analise
univariada de dados quando somente uma variavel é medida sistematicamente para varias
amostras, sendo esta uma forma de tratamento de dados bastante utilizada, apesar de sua
aplicacdo estar se tornando cada vez mais limitada. Ja a analise multivariada de dados vem
ganhando um espago cada vez maior. Esta consiste na verificacdo da relagcéo entre grupos de
variaveis dependentes coletadas sobre a mesma amostra e corresponde a um grande numero de
métodos e técnicas que utilizam, simultaneamente, todas as variaveis na interpretacdo tedrica
do conjunto de dados obtidos (BARROS; PIMENTEL; ARAUJO, 2002).

Por muitos anos, predominou o paradigma de que era necessario uma complexa anélise
dos dados, entdo o experimento ndo teria sido planejado de forma correta. Na atualidade
reconhece-se que a maioria dos sistemas sdo de natureza multipla e, assim sendo, as abordagens
univariadas ndo podem resultar em solucdes ideais (HOPKE, 2003).

Os pesquisadores devem ter cautela ao trabalhar com as técnicas de analise multivariada,
pois a arte do seu uso esta na escolha das op¢Bes mais apropriadas para detectar os padroes
esperados nos seus dados, e as op¢des mais apropriadas podem néo estar no programa de seu
computador. Leva-se algum tempo até escolher as opcdes menos ruins em andlises
multivariadas, recomenda-se que os leitores exercitem, com cautela, durante o tempo necessario
para apreender as limitacbes dessas analises, antes de tentar explorar suas grandes
potencialidades (MAGNUSSON; MOURAO, 2003).

Os métodos multivariados séo escolhidos de acordo com o0s objetivos da pesquisa, pois
sabe-se que a analise multivariada é uma andlise exploratoria de dados, prestando-se a gerar
hipdteses, e ndo tecer confirmacdes a respeito dos mesmos, 0 que seria uma técnica
confirmatdria, como nos testes de hipdtese, nos quais se tem uma afirmagdo a respeito da
amostra em estudo, embora, as vezes, possa ser utilizada para confirmacédo dos eventos (HAIR
et al, 2005).
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3.8 METABOLOMICA

O Metaboloma € a composi¢cdo de todas as pequenas moléculas presentes em um
organismo. A tecnologia voltada para o fornecimento de uma visdo geral compreensiva
qualitativa e quantitativa dos metabdlitos presentes em um organismo € denominada
Metabolémica (HALL, 2006).

Metabolémica é um termo recente, introduzido nos anos 2000 por Dr. Oliver Fiehn e
colaboradores (FIEHN et al., 2000), e que vem sendo muito utilizado nesta era “OMICs”, de
genbmica, transcriptdmica, protedbmica, dentre outras. Os experimentos de metabolémica
fornecem resultados Unicos para melhorar a compreensdo das informacbes biologicas
relacionadas ao metaboloma e mais comumente a gendmica funcional. O tamanho do
metaboloma varia muito, pois depende do organismo estudado. Saccharomyces cerevisiae, por
exemplo, contém aproximadamente 600 metabolitos, identificados até 0 momento, enquanto as
plantas tém aproximadamente 200.000 metabdlitos primarios e secundarios (DUNN; ELLIS,
2005).

O mapeamento completo da constituicio metabdlica de uma espécie exige,
necessariamente, o uso de instrumentos e de técnicas analiticas avangadas de alto desempenho,
pois 0 numero de compostos micromoleculares em um extrato a base de plantas ou de outros
materiais de origem biologica pode chegar a milhares. Por isso, 0 acoplamento de uma técnica
que leve a separagdo dos constituintes de uma amostra com uma ou mais técnicas
espectroscopicas que fornecam informagdes sobre a estrutura destes constituintes é
frequentemente utilizada para o estabelecimento dos perfis metabdlicos de amostras (FUNARI
etal., 2013).

Os mapeamentos metabolémicos, principalmente com auxilio da espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear, tém-se demonstrado vidvel para identificar substancias
presentes em uma determinada espécie (SOUZA et al., 2008).

A maior limitacdo da metabolémica ¢ a inabilidade de incluir todos os metabdlitos em
apenas uma analise, obtendo assim um perfil do metaboloma. Esta inabilidade esta diretamente
relacionada com a complexidade quimica do metaboloma, a variagdo biologica inerente
(natural) nos organismos vivos, e a limita¢fes no acesso instrumental (SUMMER et al., 2003).

A presenca de alguns metabdlitos em elevadas concentragcfes pode causar significantes
interferéncias quimicas que limitam a identificacdo do perfil de outros metabolitos (SUMMER,;
MENDES; DIXON, 2003).
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A geragdo de muitos dados que podem ser coletados a partir do uso das técnicas
analiticas modernas, em estudos metabolémicos exige, necessariamente, a associacdo de
técnicas e de abordagens estatisticas (VERPOORTE; CHOI; KIM, 2007, HEYDEN, 2008). A
partir do pré-tratamento dos dados, sejam aqueles obtidos por técnicas de separacdo e/ou
espectroscépicas, técnicas quimiométricas capazes de selecionar informagfes relevantes
poderdo ser usadas para diferentes propositos. Por exemplo, comparacdes de amostras para
efeito de acesso de identidade podem ser feitas por meio de coeficientes de correlacdo ou
calculando-se o grau de similaridade entre uma amostra e aquela de referéncia (HEYDEN,
2008). Ja para estudos taxonémicos e de quimiossistematica, ou para correlacionar um perfil
metabolico a uma determinada atividade biologica, a aplica¢do de técnicas quimiométricas de
analise multivariada é recomendada (VERPOORTE; CHOI; KIM, 2007, HEYDEN, 2008).
Elas permitem a classifica¢do ou a formacédo de conglomerados de dados ou clusters, por meio
da andlise de componentes principais (PCA) ou de analise hierarquica de agrupamentos (HCA),
minimos quadrados parciais (PLS), analises discriminantes, analises de correlages, etc
(VERPOORTE; CHOI; KIM, 2007, FUNARI, 2012, HEYDEN, 2008).
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4. METODOLOGIA
Este trabalho utilizou o fungo Rhizoctonia solani isolado como endofitico de sementes
de Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira, e identificado

morfologicamente por Albuquerque (2007).
4.1 ESTERILIZACAO

Todo material utilizado foi previamente lavado e esterilizado, tenha sido em estufa a

200 °C por 1 hora ou em autoclave a 1 atm por 15 minutos.
4.2 MEIOS DE CULTURA

4.2.1 Meio BATATA-DEXTROSE-AGAR (BDA)

Para cada 1L de meio foi utilizado 200 g de batata inglesa previamente descascadas, em
seguida as batatas foram cozidas por 30 minutos com 500 mL de agua destilada, filtrou-se a
mistura, ainda quente, com papel de filtro, ao filtrado foi adicionado 20 g de dextrose
(VERTEC, QUIMICA FINA), 20 g de agar (VERTEC, QUIMICA FINA) e mais 500 mL de
agua destilada, apos dissolver completamente a mistura levou-se a mesma a autoclave por

aproximadamente 15 minutos a 1 atm, para esterilizacdo do meio.

4.2.2 Meio BATATA-DEXTROSE (BD)

Para 0 meio BD foi utilizado o mesmo procedimento para o meio BDA, s6 néo foi
adicionado o agar. Antes de autoclavar o meio, foi transferido 100 mL do meio para cada frasco

erlenmeyer.
4.3 CULTIVO

O micro-organismo endofitico foi cultivado por um periodo de 30 dias em meio BDA,
para se adquirir uma quantidade maior do mesmo e ser inoculado em frascos Erlenmeyers
contendo 100 mL do meio BD onde foi cultivado por um periodo de 56 dias para analise do

filtrado da cultura e 42 dias para analise do micélio.
4.4 EXTRACOES
4.4.1 Filtrado da Cultura

Coletou-se de 6 frascos Erlenmeyers, aliquotas de 1,5 mL do filtrado da cultura, a cada
7 dias, durante 56 dias, sendo transferidas separadamente para micro-tubos e conservadas em
refrigerador.
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As coletas foram realizadas utilizando-se os mesmos frascos, para uma maior exatidao

nos resultados.
4.4.2 Micélio

Foi coletado todo micélio de 5 frascos Erlenmeyers separadamente a cada sete dias, de
um total de 30 frascos, em um periodo de 42 dias, sendo transferido para placas de Petri,
previamente taradas. Manteve-se por 2 semanas 0 micélio coletado em estufa (UNITERM®
Serie 1500) a 50 °C para secagem do material, o qual em seguida foi pesado, para determinacéo
da massa total extraida.

Obs.: Como foram utilizados os mesmos frascos Erlenmeyers para as coletas do filtrado
da cultura e os mesmos foram abertos semanalmente para se realizar a coleta, durante as coletas
dos micélios, a cada sete dias os frascos Erlenmeyers restantes foram abertos e novamente

vedados, para aumentar as semelhangas com a anélise do filtrado da cultura.
4.5 METABOLOMICA DO FILTRADO DA CULTURA
4.5.1 Tampao Fosfato de Sédio 0,1M (pH = 7,4) com 1 mM de TSP

Adicionou-se 0,31 g de NaH2PO4-H20 e 1,09 g de Na,HPO, (anidro) a 100 mL de agua
destilada. O pH da solucéo final foi de 7,4. Ao tampéo foi adicionado 0,1 mM (0,0172 g) de
TSP, para ser utilizado como padrdo de deslocamento nos experimentos de RMN. O tampao foi

conservado em geladeira a 4 °C por no maximo 1 més.
452 Experimentos de RMN-H

Para cada andlise utilizou-se de 350 pL do filtrado da cultura, adicionados a 350 uL de
solucéo tampdo fosfato de sodio (pH = 7,4, com TSP) e 50 uL de D,O em tubos proprios de 5
mm de diametro. O experimento foi realizado a 25 °C utilizando-se do experimento NOESY 1D
(sequéncia de pulsos Noesyprld), para supressdao do sinal referente a agua, em um
espectrometro BRUKER UltraShield 400 MHz.

Para todos os experimentos foram utilizados os seguintes parametros:
TD: 64K (nimero de pontos do espectro)

NS: 64 (nimero de experimentos)

SW: 13,0143 ppm (largura da janela)

RG: 256
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O1P: 4,692 ppm (posigdo onde aparece o sinal referente a 4gua e, portanto, é irradiada)
D1:12,00 s (tempo de relaxac¢ao)
45.3 Anélise

Os espectros foram pré-processados no software TopSpin®. Para identificacdo dos
metabélitos utilizou-se o software Chenomx® e de banco de dados disponivel em
www.hmdb.ca. A andlise estatistica multivariada foi realizada utilizando-se o software
MatLab® através de ferramenta desenvolvida pelo Dr. K. Veselkov (Imperial College, London,
UK).

4.6 CRESCIMENTO DO MICELIO

A taxa de crescimento do micélio foi determinada pela média de 5 amostras coletadas
separadamente a cada sete dias, de um total de 30 amostras. Utilizando-se do micélio
previamente seco e pesado construiu-se uma tabela com os valores encontrados e um grafico

contendo a taxa de crescimento / semana.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
A cultura do fungo Rhizoctonia solani em meio BDA apresentou-se com uma coloracao
acinzentada do micélio e com uma cor avermelhada no meio de cultura (Figura 17).

Figura 17. Comportamento do fungo R. solani em meio BDA.

Fonte: Proprio autor

Durante o cultivo em meio BD (Figura 18) foi observado que a coloragdo avermelhada
apenas comecou a aparecer na terceira semana, aumentando sua tonalidade até a sexta semana
onde ndo houve mais alteracéo visivel significativa em sua coloracéo.

Figura 18. Cultivo do fungo Rhizoctonia solani em meio BD, com 1 semana.

Fonte: Proprio autor

A andlise do filtrado da cultura do fungo Rhizoctonia solani tornou-se impossivel sem
a supressao do sinal da agua. Conforme visto na Figura 19 (a) os sinais referentes a amostra
possuem intensidade muito inferior em comparagdo com o sinal da agua, tornando-se

impossivel visualiza-los. Utilizando-se o experimento NOESY 1D com pressaturacao, tonou-se
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possivel a visualizacdo dos sinais referentes a amostra, apos suprimir o sinal da agua, como
observado na figura 19 (b).

Analisando o espectro de RMN-'H do meio BD puro, ou seja, do meio sem a presenca
do fungo, identificou-se os sinais referentes a a- e f-dextrose, 5,24 e 4,65 ppm, respectivamente,
e, ainda, mesmo em pequena quantidade, foi possivel verificar a presenca de sinais
caracteristicos da sacarose em 5,41 ppm, alanina (1,48 ppm, d, J = 7,25 Hz, CH3), acetato (1,92
ppm, s, CHs), succinato (2,40 ppm, s, CH) e citrato (2,53 ppm, d, J = 15,88, Ha; 2,66 ppm, d,
J = 15,88 , Hy) (Figura 20 e 21). Com excecdo da dextrose que foi adicionada ao meio, a
presenca de sacarose e dos metabolitos provem da extracdo da batata durante o cozimento. A
presenca de varios metabdlitos contidos na batata ja havia sido citada anteriormente por
ROESSNER et al. (2000) e PARR et al. (2005), no entanto, os mesmos foram detectados

através da técnica de cromatografia liquida e gasosa e por espectroscopia de massas.

Figura 19. Espectro de RMN-'H do filtrado da cultura sem (a) e com (b) supresséo do sinal da

agua

Fonte: Préprio autor
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Figura 20. Sinais referentes a a e B dextrose e sacarose no espectro de RMN-'H do meio BD
puro.
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Fonte: Préprio autor

Figura 21. Metabdlitos identificados no espectro de RMN-1H do meio BD puro, na regido de
0.75-2.80 ppm, ampliado 16x.
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Utilizando-se uma amostra da 82 semana de cultura e baseando-se no banco de dados
disponibilizado pelo Chenomx e pela literatura, foi possivel identificar a presenca de: etanol
(1,18 ppm , t, J = 7,00, CHg; 3,66 ppm, g, J = 7,00, CH2). Ampliando a regido do espectro no
intervalo de 1,24-3,62 ppm em 32 vezes foi possivel visualizar a presenca de alanina (1,48 ppm,
d, 7,25Hz, CHj3), acetato (1,92 ppm, s, CHa), succinato (2,40 ppm, s, CH>), citrato (2,53 ppm,
d,J=15,88, Ha; 2,66 ppm, d, J =15,88, Hp), betaina (3,26 ppm, s; CH3: 3,85 ppm, s, CHz ) e
metanol (3,36 ppm, s), e na regido de 5,70-9,77 ppm ampliado 256 vezes foi visualizado a
presenca de uracila (5,8 ppm, d, J = 7,69Hz, CH; 7,54 ppm, d, J = 7,69Hz, CH) e acetaldeido
(2,25 ppm, d, J = 9,68 ppm, d, J = 2,69 Hz, CH,) como descritos nas Figuras 22, 23, 24 e 25.
Devido ao grande numero de sobreposi¢des ndo foi possivel visualizar o quarteto referente ao
CH da alanina, o qual deveria ser visivel em aproximadamente 3.8 ppm.

Pelo fato dos hidrogénios acidos provenientes das hidroxilas e aminas fazerem ligagdes
de hidrogénio com a agua, seus sinais aparecem somados ao da dgua, no momento em que 0

sinal da agua foi supressos, os sinais dos hidrogénios acidos também foram eliminados.

Figura 22. Espectro da oitava semana do filtrado da cultura no intervalo de -0.30-4.21 ppm
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Fonte: Préprio autor
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Figura 23. Espectro da oitava semana do filtrado da cultura no intervalo de 1.23-3.62 ppm

ampliado 32 vezes

= - (o]
1186
| OH
1 (0]
S SUCCINATO
' 0 HaC o]
3 0 OH
: \ . _CH;3 o o
| M
o] .
o o] \CH3 HO . OH H3C OH (o]
] BETAINA CITRATO chYJ\OH
] ACETATO
o NH;
Hsc&o ALANINA
ACETALDEIDO
2 o, JM.ULNMMMJM
T T T T T T T
s a0 25 2.0 15 [ppm]

Fonte: Proprio autor

Figura 24. Espectro da oitava semana do filtrado da cultura no intervalo de 3.00-6.00 ppm

ampliado 8 vezes
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Figura 25. Espectro da oitava semana do filtrado da cultura no intervalo de 5.70-9.77 ppm

ampliado 256 vezes
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O efeito anisotropico gerado pelas ligagcbes m das carbonilas (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2005) do citrato, blinda um dos hidrogénios do CH3, fazendo com que
os hidrogénios se comportem de forma distinta (Figura 26), possuindo ambientes quimicos
diferentes, onde o hidrogénio “b” mais blindado aparece em um deslocamento quimico mais
baixo, mesmo estando ligados ao mesmo carbono, desta forma, o hidrogénio “a” acopla com o

hidrogénio “b” e vice-versa, gerando dois dupletos, ao invés de um singleto.
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Figura 26. Distingado dos hidrogénios “a” ¢ “b” do citrato causado pelo efeito anisotrépico das

ligagdes m das carbonilas.
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sua principal fonte de energia e de carbono para o seu desenvolvimento, analisando os espectros
de RMN-'H das aliquota coletadas semanalmente de 6 frascos Erlenmeyer, durante 8 semanas,
do filtrado da cultura, com as ferramentas estatisticas do MatLab®, foi possivel analisar
quantitativamente os metabdlitos identificados, a dextrose e a sacarose, e construir uma curva
de variagdo, como descrita na Figura 28, onde é possivel visualizar que hd um consumo quase
que total da glicose em apenas duas semanas, tendo nesse mesmo periodo sua producdo maxima
de etanol. Observou-se que no periodo da 32 a 4% semana ha uma baixa variacdo na producéo de
varios metabolitos, também sendo possivel observar pela curva de crescimento do micélio
(Figura 30) que no periodo de 3-4 semanas, o fungo tem seu crescimento praticamente
interrompido, sendo de apenas 0,18% como demostrado na tabela 3, certamente devido a baixa
concentracdo de glicose no meio, no entanto, o fungo retorna o seu crescimento a partir da 5?
semana, fato este podendo ser justificado pelo consumo de alguns dos metabdlitos
anteriormente produzidos, tais como: acetato, alanina, succinato e citrato, e da sacarose.

O consumo da sacarose pode ser demostrado com o0 aumento na quantidade de dextrose
da segunda para terceira semana, proveniente da degradacao da sacarose em dextrose e frutose.
Como pode ser observado na figura 29, a qual mostra que da 12-22 semana ha uma diminuicéo
intensa da dextrose, tendo um leve aumento em seguida. O consumo da sacarose, também pode
ser justificado pelo aumento da quantidade de acetato a parti da 62 semana (Figura 28), onde
provavelmente o fungo siga a via alternativa do metabolismo do piruvato (Figura 5, pag.24),

formando acetaldeido e acetato, antes de formar a acetil-CoA.
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A intensidade relativa na figura 28 é dada em log,(abs + 1000), logo a variagdo de
uma unidade corresponde a uma variagao de 2(@s+1000)
Figura 27. Sobreposigdo dos espectros dos filtrados das culturas R. solani da 12-8% semana, da

regido 1.37 -3.61 ppm, respectivamente de baixo para cima
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Fonte: Proprio autor
Figura 28. Curva de variagdo dos metabdlitos primarios, detectados nos filtrados da 12-82

semanas de cultura de Rhizoctonia solani, tendo a semana zero como o controle, ou seja, 0 meio

sem o fungo
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Figura 29. Curva de variacdo da Dextrose (Glicose) e da Sacarose
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Tabela 3. Quantidade de micélio coletado ao longo de 6 semanas, a média de 5 massas e 0

aumento percentual

Quantidade de Micélio (g) Média (g) Aumento
(%)

12 Semana | 0,1244 0,1141 0,1171 0,1169 0,1340 0,1213

22 Semana | 0,2063 0,1845 0,1823 0,2133 0,1974 0,19676 62,209
3% Semana | 0,2840 0,2938 0,2467 0,3070 0,30,70 0,2877 46,219
43 Semana | 0,2929 0,3045 0,2912 0,2643 0,288225 0,182
5¢Semana | 0,3115 0,3323 0,3964 0,3753 0,3561 0,35432 22,932
6% Semana | 0,4913 0,4589 0,3572 0,3671 0,418625 18,149

Fonte: Préprio autor
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Figura 30. Curva de crescimento do micélio de Rhizoctonia solani ao longo de 8 semanas
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Fonte: Préprio autor

Devido a contaminag&o, ndo foi possivel continuar o experimento de monitoramento do
crescimento micelial, tendo sido desta forma interrompido na 62 semana.

O grafico de OPLS (Figura 31) mostrou uma leve semelhanca entre as 32 e 42 semanas,
onde é demostrado que em uma visdo geral ndo ha alteracdo significativa no metabolismo, fato
este que se assemelha a curva de crescimento do micélio onde da 3% a 4% semana ndo houve
aumento significativo na massa, ap0s esse periodo nas duas figuras é verificado alteraces. Pode
se verificar também semelhanca entre 0 metabolismo da 62, 72 e 82 semanas. O meio de cultura
virgem é classificado fora do intervalo de confianca de 95% o0 que o caracteriza ser bastante
diferente do meio cultivado. Apesar do baixo valor obtido para 0 R2X acumulado de 0,287, o
modelo obtido pode ser considerado valido porque a diferenca para o valor de Q2 é menor do
que 0,3 (Manual SIMCA-P).
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Figura 31. Andlise estatistica multivariada dos dados de RMN obtidos do filtrado da cultura de
Rhizoctonia solani mostrando os scores plot do OPLS (3+3+0). Cultivo efetuado ao longo de
oito semanas (n=6). Cores diferentes (1-8) correspondem a aliquotas coletadas semanalmente
do meio. O simbolo de cor verde (0) corresponde ao meio de cultura puro (n=1). Valores
cumulativos, previstos: R2X = 0,287, R2Y= 0,377 e Q2= 0,0843 e valores ortogonais: R2X =
0,346.
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Fonte: Proprio autor

A producdo de etanol pela cultura de fungo anaerdbico do género Piromyces, ja foi
mencionada anteriormente (Cheng et al. 2013), bem como a producdo de formato, lactato,
acetato, succinato, aminoacidos e a-cetoglutarato. O succinato € considerado um metabolito de
fungo anaerdbico. No entanto, apresentamos pela primeira vez o etanol como produto
majoritario.

Esclerdtia € uma estrutura de resisténcia do género Rhizoctonia, e pode sobreviver
independente por varios anos no solo. Analise da composic¢do quimica do seu exsudato mostrou
uma grande variedade de compostos, tais como: fendlicos (17.40%), acidos carboxilicos
(12.79%), carbohidratos (6.08%), é&cidos graxos (3.78%), e amino é&cidos (3.47%).
(KONSTANTINOS et al. 2010).
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6. CONCLUSAO

Incialmente a principal fonte de energia e nutri¢cdo do fungo € a dextrose, no entanto, a
presenca de sacarose no meio, torna-se uma fonte alternativa. A degradacdo da sacarose em
dextrose e frutose, permite o retorno do crescimento do mesmo.

Deve-se levar em consideracdo que, com excecao da dextrose e da sacarose, as quais
foram apenas consumidas, a quantidade de todos os outros metabolitos deve ser tratada com
cautela, uma vez que o fungo pode os ter liberado para o0 meio por estarem em excesso em suas
células, para posterior consumo quando 0 mesmo necessitar.

Até o final da oitava semana, ndo foi possivel encontrar metabdlitos secundarios no
filtrado da cultura, apenas priméarios. A ndo deteccdo dos metabdlitos secundarios descritos por

PREDAS (2005) pode decorrer de questfes regionais, apesar de ser o mesmo fungo.
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PERSPECTIVAS

Identificar os metabdlitos apresentados no anexo;

Identificar os metabdlitos presentes no micélio;

Analisar os metabdlitos presentes no micélio do endofitico Rhizoctonia solani, ao longo
das oito semanas, e confrontar os dados encontrados no filtrado da cultura com o que
vier a ser encontrado no micélio.

Construir as rotas metabdlicas presentes no cultivo de R.solani.

Identificar o metabolito que apresenta atividade antinociceptiva, com base nos dados

metabolémicos do micélio, e verificar qual o melhor periodo para sua extracao.
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APENDICE

Figura 32. Curva de variagdo de um dupleto encontrado em 0,88 ppm

Figura 33. Curva de variagdo de um tripleto encontrado em 1,03 ppm
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Figura 34. Gréfico de STOCSY do dupleto em 0,88 ppm mostrando uma alta correlagdo com
o tripleto em 1,03 ppm

O STOCSY (Figura 33) mostra que o motabdlico correspondente ao dupleto em 0,88
ppm ¢é diretamente correlacionado com o tripleto em 1,03 ppm, sugerindo que os dois
metabdlitos podem pertencerem a mesma rota metabdlica.

Figura 35. Curva de variagédo do sinal encontrado em 1,03 ppm
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Figura 36. Curva de variagédo do sinal encontrado em 1,03 ppm




