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RESUMO

A busca por agentes terapéuticos derivados de plantas faz parte da histéria
da humanidade. Entretanto, a alta taxa de redescoberta de metabolitos secundarios
€ um problema crénico na quimica de produtos naturais, evidenciando que novas
abordagens s&o necessarias. Assim, a utilizacdo de culturas microbianas mistas
representa uma metodologia alternativa, induzindo a expressédo metabdlica,
aumentando as chances de sucesso na descoberta de novas substancias bioativas.
Para tanto, foram selecionados os fungos Rhinocladiella similis e Fusarium
oxysporum, micro-organismos isolados da rizosfera de Senna spectabilis, de acordo
com os resultados de viabilidade, e ensaios bioldgicos (antimicrobiano,
anticolinesterasico e citotoxico), e realizados experimentos de co-cultivo e cultivo
simples desses fungos. Do cultivo simples de F. oxysporum foram identificados por
CLAE-EM sete compostos conhecidos pela literatura, pertencentes a classe dos
jasmonatos (5 e 6), derivados do &cido picolinico (1 a 4), e a beauvericina (7), que
apresentam uma gama de atividade bioldgica relatadas na literatura, e por CG-EM
foram identificados 21 compostos volateis. Ja para o cultivo simples de R. similis foi
realizado um planejamento experimental variando trés condicdes de -cultivo
(agitacdo, luminosidade e tempo de cultivo). As analises revelaram que a auséncia
de luz e agitacdo sob incubacdo em um periodo de 28 dias, foram as condi¢cfes de
cultivo que resultaram em uma maior variedade de metabdlitos, sendo a agitacdo a
variavel que mais contribuiu para essa diversidade metabdlica. Com isso, foram
identificados 13 compostos, sendo trés inéditos, e oito compostos volateis. J& o co-
cultivo em meio sélido entre essas duas espécies apresentou interacdo morfologica
do tipo inibicdo pelo contato. E possibilitou a identificacdo (proposta) de dois
compostos por CLAE-EM e cinco compostos volateis por CG-EM, todos exclusivos
do co-cultivo, como esses compostos sdo a resposta a algum tipo de interacéo
micrébio-micrébio, possivelmente esses composto apresentam algum tipo de
bioatividade, principalmente antimicrobiana.

Palavras-chave: Rizosfera, Senna spectabilis, Rhinocladiella similis, Fusarium
oxysporum, CLAE-EM, CG-EM.



ABSTRACT

The search for therapeutic agents derived from plants is part of the history of
humanity. However, the high rate of rediscovery of secondary metabolites is a
chronic problem in natural products chemistry, evidencing that new approaches are
necessary. Thus, the use of co-culture represents an alternative methodology,
inducing metabolic expression, increasing the chances of success in the discovery
of new bioactive substances. For this, the fungi Rhinocladiella similis and Fusarium
oxysporum were selected, microorganisms isolated from the Senna spectabilis’s
rhizosphere, according to the results of viability, and biological assays (antimicrobial,
anticholinesterase and cytotoxic), and carried out experiments of co-cultivation and
simple cultivation these fungi. From the simple cultivation of F. oxysporum, seven
well known compounds in the literature were identified by HPLC-MS, belonging to
the class of jasmonates (5 e 6), picolinic acid derivatives (1 a 4), and beauvericin
(7), which have a range of reported biological activity, and by GC-MS were identified
21 volatile compounds. For the simple cultivation of R. similis, an experimental
design was carried out, varying three cultivation conditions (agitation, luminosity and
incubation days). The analyzes revealed that the absence of light and agitation under
incubation in a period of 28 days were the cultivation conditions that resulted in a
greater variety of metabolites, with agitation being the variable that contributed most
by this metabolic diversity. With this, it was possible to isolate and identify 13
compounds being three unpublished, and eight volatile compounds. The co-
cultivation in solid medium among these two species showed morphological
interaction of the type “contact inhibition “. It was possible to identify (proposed) two
compounds by HPLC-MS and five more volatile compounds by GC-MS, all exclusive
to co-cultivation (called de novo-induced metabolites), as these compounds are the
answer to some kind of microbe-microbe interaction, possibly these compounds
present some kind of bioactivity, especially antimicrobial.

Keywords: Rhizosphere, Senna spectabilis, Rhinocladiella similis, Fusarium
oxysporum, HPLC-MS, GC-MS.
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INTRODUCAO

1.Introducéo

1.1. Produtos naturais: uma viséo geral

Os produtos naturais como fonte de agentes terapéuticos fazem parte da
histéria da humanidade. A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas
e folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo, merecendo
destaque as civiliza¢Bes Egipcia, Greco-romana e Chinesa. No Brasil, inicia-se com a
extracdo de um corante de cor vermelha da arvore do pau-brasil (Cesalpinia echinata).
O produto natural incolor brasilina (1), substancia da classe dos catecais, facilmente
oxidada em brasileina (2) que apresenta coloracdo avermelhada, devido a extensao
da conjugacao do sistema diendlico. Este corante era utilizado no tingimento de
roupas e como tinta de escrever, sendo o principal produto de exportacédo da colonia
durante dois séculos (PINTO, 1995). Mais tarde, quando Portugal passou a perder o
dominio do comércio da india para os ingleses e holandeses, iniciou-se a corrida
visando outros produtos naturais, como por exemplo as especiarias do sertdo
(baunilha, canela, cravo, anil, urucum e etc.) (CARNEIRO, 1956).

Figura 01: Estrutura quimica da brasilina (1) e brasileina (2), corante extraido do pau-

brasil.
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Nos tempos modernos, inidmeros sdo os exemplos de produtos naturais de
sucesso, como por exemplo o taxol (5), diterpeno anticancerigeno isolado de plantas
do género Taxus (ZWAWIAK e ZAPRUTKO, 2014), a artemisinina (4) presente em
Artemisia annua que exerce potente atividade antimalérica (MESA, 2017), a forscolina
(3), obtida de Coleus barbatus, que apresenta promissores efeitos contra glaucoma,
hipertenséo, asma e certo tumores (SOUZA, 1993).

Figura 02: Estrutura quimica da: forscolina (3), artemisinina (4) e taxol (5).

Atualmente avancadas tecnologias tém sido desenvolvidas para a exploragédo
de fontes exoticas com o0 objetivo de encontrar novos agentes quimioterapéuticos
(MOLINSKI, 2010). Entretanto, a descoberta de novos farmacos tem caido
consideravelmente nos ultimos anos, talvez devido ao conhecimento dos principais
guimiotipos produzidos por plantas e o0 uso de abordagens reducionistas que
estimulam a pesquisa por mecanismos quimicos e farmacologicos em nivel molecular
(VERPOORTE et al., 2005).
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Para superar esse problema, a quimica de produtos naturais tem buscado
alternativas por fontes naturais ainda pouco exploradas (exemplo: rizosfera e suas
interagdes microbianas, organismos marinhos, etc.) aliado a novas metodologias. No
ambito da biologia, métodos que estimulam o acesso a genes, que Nao Sao expressos
em condi¢cdes de laboratério, como por exemplo, a OSMAC (One Strain Many
Compounds), modificacbes epigenéticas, engenharia metabdlica, co-cultivo, entre
outras, estdo sendo aplicadas com sucesso. No ambito da quimica, a quimiometria,
que permite a andlise dos complexos processos multifatoriais e sua interpretacéo, e a
desreplicacdo que simplifica 0 processo analitico através da deteccédo in silico de
moléculas previamente conhecidas, também vem auxiliando de maneira efetiva na
procura por compostos de interesse. (ULRICH-MERZENICH et al., 2007,
NICHOLSON; LINDON, 2008; BERTRAND et al., 2014).

1.2. Rizosfera

A rizosfera é um termo que foi introduzido por Hiltner em 1904 e define-se como
a parte do solo diretamente influenciado pela raiz. Esta area possui forte atividade
biologica e quimica devido aos exudatos liberados pela raiz e pela intensa atividade
microbiana (LINES-KELLY et al., 2005; YATEEM et al., 2007). Alguns fatores podem
influenciar essa area do solo, como por exemplo: densidade da raiz, intensidade da
luz, profundidade, textura e umidade do solo e esses fatos selecionam o0s micro-
organismos que irdo colonizar essa area (BAIS, et al., 2004).

Os exsudatos contem acucares, aminoacidos, vitaminas, acidos organicos,
nucleotideos, enzimas, etc. Estimulam as interacdes fisicas e biolégicas entre as
raizes e os organismos do solo, contribuindo para o crescimento e sobrevivéncia da
planta, além de fornecer alimento para os micro-organismos que ha habitam, o que
torna a atividade microbiana neste ambiente muito maior do que qualquer outra parte
do solo. A forma como esses processos sdo feitos € mal compreendida. O que se
sabe é que os exsudatos radicais desempenham um papel ativo e crucial na regulacao
das interacbes simbioticas com os microbios (PHELAN et al.,, 2012). Em outras

palavras, essa variedade de metabdlitos sugere que as raizes podem regular a
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composicéo do solo e mudar sua microbiota em beneficio proprio, especialmente no
caso de se proteger (FARRAR et al., 1988).

Dentre os organismos encontrados na rizosfera se destacam: bactérias,
actinomicetos, fungos, protozoarios, algas, nematoides, vermes enquitreideos,
minhocas, centopeias, lacraias, insetos, acaros, caracois, pequenos animais e virus
do solo que competem constantemente por agua, nutriente e espaco.

Para que esses micro-organismos possam se estabelecer nesse ambiente tao
dindmico e competitivo, a destreza de multiplicacdo, diversidade metabdlica e a
capacidade de produzir compostos antagonicos podem favorecer esses organismos
na colonizagdo radicular (ROMEIRO e GARCIA, 2003). No entanto, o destino
completo dos exsudatos na rizosfera e a complexa natureza de suas interacfes no
solo permanecem pouco compreendidas e exploradas (LINES-KELLY, 2005; FAURE
et al., 2009).

1.3. Micro-organismos

A busca por compostos produzidos por micro-organismos tem uma historia
mais recente que a dos produtos derivados de plantas. Iniciou-se com a descoberta
da penicilina por Fleming, em 1928, fato que revolucionou o tratamento de infeccdes
bacterianas, levando pesquisadores a procurar intensivamente produtos bioativos
derivados desses pequenos organismos, resultando em um grande numero de
farmacos com uma variedade de indicacbes terapéuticas, como por exemplo os
antimicrobianos: penicilinas (6), tetraciclinas (7), eritromicina A (8), fusafungina (10),
anfotericina B (12), os utilizados na terapia anticancer, pentostatina (9), mitomicina C
(12), os agentes de redugéo de colesterol da classe das estatinas, por exemplo a
lovastatina (13) (GALLO et al., 2008).
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Figura 03: Exemplos de compostos bioativos de origem microbiana.

Apesar das importantes substancias biologicamente ativas descritas pela
literatura, os fungos e bactérias constituem um dos grupos menos estudados do ponto
de vista do metabolismo secundéario (STROBEL et al., 1996). Visando melhorar esse
panorama, em 2016, Patridge e colaboradores, fizeram uma extensa revisao sobre a
origem dos principios ativos de farmacos comercializados e aprovados pelo FDA
(Food and Drug Administration) até 2013, e concluiram que atualmente os micro-
organismos igualaram o potencial das plantas na producdo de metabdlitos com algum

interesse farmacologico (Figura 04).
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Figura 04: Fonte de compostos até 2013 aprovados pelo FDA.
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Fonte: PATRIDGE et al., 2016.

Mesmo sabendo do potencial dos micro-organismos na producdo de
compostos quimioterapéuticos e, das importantes substancias biologicamente ativas
ja relatadas pela literatura proveniente desses organismos, apenas um subconjunto
de vias biossintéticas sdo expressadas em condicdes normais de cultivo em
laboratério, ou seja, tais organismos tém um potencial ainda maior em produzir
compostos bioativos. Neste sentido, a utilizagdo de novas metodologias alternativas
gue visem estimular vias silenciadas estdo sendo aplicadas, como por exemplo, a
OSMAC (One Strain MAny Compounds), epigenética, engenharia metabdlica,
metagendmica e co-cultivo (GROSS, 2009).
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1.4. Cultivo misto ou co-cultivo

Na natureza micro-organismos sao frequentemente encontrados em
comunidades, onde eles produzem metabolitos secundérios relacionados a um tipo
de interacdo, visando principalmente se defender ou competir por nutrientes
(BERTRAND et al., 2014). Tais associacées podem ser reproduzidas artificialmente
em laboratério, cultivando dois ou mais micro-organismo juntos em um mesmo
ambiente, essa metodologia € chamada de co-cultivo quando meio sélido é usado
(placa de Petri) ou cultivo misto quando meio liquido é envolvido (ROY et al., 2013).
Assim grupos de genes potencialmente interessantes podem permanecer ativos,
podendo resultar na producéo de novos compostos (PARK et al., 2009; CUETO et al.,
2001, BERTRAND, 2013), e/ou no aumento da produc¢do de compostos ja conhecidos
(OH et al., 2007 e SLATTERY et., 2001).

Conforme discutido acima, a metodologia de co-cultivo e/ou cultivo misto de
micro-organismos levam a varios padrbes de interacdo morfolégica e modificacdes
que podem ocorrer em diferentes niveis. Segundo Bertrand et al. 2013, existem quatro
tipos predominantes de interacdes em co-cultivo e sdo chamadas de inibicdo a
distancia, linha de confronto, inibicdo pelo contato e crescimento excessivo, como

mostra a Figura 05.
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Figura 05: InteragBes morfoldgicas observadas entre dois fungos em uma placa de
Petri. a) inibicdo a distancia, b) linhas de confronto, c) inibicdo pelo contato e d)

crescimento excessivo, de acordo com BERTRAND et al. 2014.

Fonte: BERTRAND et al, 2014

Para destacar mudancas significativas na composicdo do metaboloma
microbiano em culturas soélidas ou em fermentacao mista, varias estratégias analiticas,
incluindo, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectrometria de massas
(EM), espectrometria de massas tandem (EM/EM, UV), espectrometria de massas por
imagem ou ressonancia magnética nuclear (RMN) devem ser aplicadas (NGUYEN et
al., 2012). No entanto, os métodos EM (espectrometria de massas) sdo muito mais
poderosos devido a sua sensibilidade e poder de resolucdo, especialmente em alta
resolugdo (HRMS) e podem fornecer informacdes estruturais fundamentais para a
identificagdo dos metabolitos induzidos em co-cultivo (WOLFENDER, 2009;
WOLFENDER et al., 2013). Além disso, analises diretamente na placa de Petri (com
pouco ou nenhum preparo de amostras) podem ser aplicadas, incluindo a ionizagéo
por eletrospray de dessorcdo (nano-DESI-MS) ionizacdo de dessorcdo a laser
assistida por matriz (MALDI-MS) (TRAXLER et al., 2013). S&o alguns métodos de
dessorcdo que permitem a ionizacdo de metabolitos diretamente e fornecem
espectros que refletem a composicéo de cepas de fungos ou bactérias em meio sélido.
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Uma vez que as cepas microbianas foram analisadas quimicamente usando
qualguer um dos métodos analiticos listados acima, a comparacdo dos perfis
cromatograficos pode ser suficiente para atingir esse objetivo, mas para uma melhor
visdo de todas as mudancas metabdlicas que ocorrem no co-cultivo, os dados de
impressao digital, especialmente aqueles obtidos através de EM, podem ser analisado
e avaliados fazendo uso de ferramentas quimiométricas, e devem ser obtidas em
varias réplicas biologicas (WOLFENDER et al., 2013; BERTRAND et al., 2014).

Nessas analises varios métodos estatisticos podem ser empregados, incluindo
andlise de componentes principais (PCA), anélise de variancia (ANOVA) e regressao
de minimos quadrados com andlise discriminante (PLS-DA) (BERTRAND et al., 2013).
PCA e PLS-DA exibem as relacdes entre as distribuicbes das amostras, que pode
revelar agrupamentos, tendéncias ou outliers, nessas andlises trés clusters bem
diferenciados devem ser observados, confirmando as diferengcas na composicédo dos
metabolitos entre os cultivos simples e o co-cultivo (BOCCARD et al, 2010).

Encontrado os metabdlitos responsaveis pela diferenciacdo na co-cultura, o
préximo passo € identificar a estrutura desses metabdlitos, e isso pode ser conseguido
através da desreplicacao, que requer comparacdo com bancos de dados, e em muitos
casos a informacédo para a maioria dos metabdlitos microbianos ndo € acessivel ou
como novos compostos sdo esperados, pode ser necessario o isolamento e
identificacdo por RMN, o que pode ser um desafio, apesar da alta sensibilidade dos
mais recentes instrumentos de RMN, as diferencas intrinsecas de sensibilidade entre
EM e RMN pode levar a identificacdo malsucedida de alguns metabdlitos (BERTRAND
et al., 2014). No entanto, o sucesso da desreplicacdo é altamente dependente do
conhecimento dos metabdlitos secundarios realizadas anteriormente nos micro-
organismos estudados (cultivo simples) (BOHNI et al., 2013b).

Quando CG-EM é empregado para perfis quimicos, a identificacdo é baseada
na comparagéo dos espectros EI-EM com compostos de referéncia listados em banco
de dados, com base em espectro de EM e indices de retengéo (ZUO et al., 2013).

Com isso diversos compostos exclusivos de co-cultivo foram identificados e

listados pela literatura, estdo descritos na Figura 06.
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Figura 06: Compostos induzidos em co-cultura de micro-organismos.
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Fonte: Adaptado de BERTRAND et al, 2014

Os compostos induzidos em co-cultivo descritos pela literatura cobrem quase
gue todas as classes de metabdlitos microbianos, o que demonstra que esse método
pode acessar diferentes vias biossintéticas, como por exemplo as vias dos
policetideos, dos terpendides, dos alcaloides entre outras.

Como esses metabdlitos sdo a resposta a algum tipo de interacdo, € muito
comum que apresentem algum tipo de bioatividade, principalmente atividade

antimicrobiana, devido que esse tipo de atividade deve surgir de interagdes microbio-
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micrébio como mecanismo de defesa direta, sendo entdo mais comum de encontrar
nesses experimentos (BERTRAND et al., 2014). No geral, ainda nao foi demonstrada
nenhuma tendéncia clara quanto a classes de compostos particulares sdo mais
propensas a serem induzidas através de co-cultura microbiana.

Neste contexto, 0s Varios artigos recentes descritos na literatura mostraram que
0S micro-organismos podem ativar eficientemente a producao de novos compostos ou
aumentar a producdo de uma ampla gama de agentes quimicos, com o0 objetivo de
competir com outros micro-organismos por nutrientes e/ou espac¢o quando cultivados
em condic¢des artificiais. Isso requer abordagens analiticas sofisticadas e sensiveis,
principalmente com base em espectrometria de massas de alta resolugdo. Essas
investigacbes sdo a chave para entender 0s eventos quimicos que regem as
interacbes entre micro-organismos. Considerando o0 aumento exponencial da
quantidade de artigos sobre este tdpico publicados nos ultimos anos, é seguro concluir
que o uso desta abordagem se expandira rapidamente e produzira importantes
descobertas (BERTRAND et al., 2014).

1.5. Desreplicacéao

A busca por novas fontes de produtos naturais (rizosfera e organismos
marinhos) e novas metodologias empregadas (co-cultura, OSMAC, entre outras), tem
sido responsavel pelo aumento do uso de ferramentas analiticas de vanguarda que
possibilitem uma andlise rapida e eficiente das matrizes complexas nos programas de
bioprospeccéao atuais (NG et al., 2009).

A desreplicacdo € uma abordagem analitica composta por um conjunto de
metodologias rapidas de deteccdo de substancias presentes em uma matriz bruta,
com o0 objetivo de evitar o re-isolamento de compostos ja relatados na literatura.
Quando comparado com a abordagem classica de purificacdo, isolamento e
elucidacéo estrutural, a desreplicacdo apresenta diversas vantagens devido a sua
versatilidade, rapidez e necessidade de menor quantidade de amostra, provendo uma
rapida analise inicial das substancias conhecidas no extrato estudado evitando o re-
isolamento de compostos ja conhecidos (WOLFENDER, 2009; NG et al., 2009).

Esta técnica inclui o acoplamento de técnicas de separacéo e deteccdo como
CLAE-RMN, CG-EM e CLAE-EM, bem como bioensaios e analises que permitam a
comparacao dos conjuntos de dados obtidos, através do uso de bibliotecas virtuais
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detentoras de dados quimiotaxondmicos, farmacoldgicos e fisico-quimicos
(CORDELL et al., 1997; LANG et al., 2008). A espectrometria de massas (EM) é a
técnica mais utilizada para a deteccdo da composicdo metabodlica de determinado
extrato, respaldado por bases de dados de metabdlitos como METLIN, MassBank,
dicionario de produtos naturais, entre outros.

Essas bibliotecas ndo estéo disponiveis gratuitamente e ndo processam dados
de espectrometria de massas. Reconhecendo a necessidade de uma plataforma que
possibilite 0 compartilhamento e a analise de dados de EM, foi criado o GNPS (Global
Natural Products Social Molecular Networking), onde os dados de EM/EM séao
analisados, combinados e comparados a bancos de dados espectrais disponiveis
nessa plataforma (GNPS), os resultados sado dados na forma de uma rede molecular
(molécula networking).

Molecular networking € uma abordagem espectral de correlacéo e visualizacéo
que permite detectar conjuntos de espectros de moléculas relacionadas,
representando cada espectro como um ng, e comparacao de espectro-para-espectro
como hastes entre nds (conexdes). Possibilitando a identificacdo de compostos ja
conhecidos e seus analogos (por exemplo, diferindo por uma modificacdo ou
substituicdo de um grupo quimico)

1.6. Rhinocladiella similis

Os fungos Rhinocladiella spp. pertencem a ordem Chaetothyriales
(Ascomycota) e familia Herpotrichiellaceae, essa familia apresenta cinco principais
espécies, R. aquaspersa, R. atrovirens, R. basitona, R.

mackenziei (anteriormente Ramichloridium mackenziei) e R. similis.
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Recente revisdo bibliografica demostrou que micro-organismos desse género
produzem citocalasinas e dicetopiperazinas (Figura 07), classe de compostos que
exibem um largo espectro de atividade, incluindo antibidtica, antitumoral e fitotéxica
(WAGENNAR et al., 2000; ZHANG et al., 2014).

Figura 07: Metabolitos secundarios relatados pela literatura de Rhinocladiella spp.
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pela literatura, fato que instigou a busca e identificacdo de metabdlitos desse micro-

organismo neste trabalho.
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1.7. Fusarium oxysporum

Fusarium € um género de fungos filamentosos da classe Sordariomycetes, e
pertencem a familia Nectriaceae, geralmente produzem manchas brancas rente ao
substrato. A maioria das espécies sao saprofitos amplamente distribuidos no solo, e
associadas a plantas, podendo infectar plantas, animais e humanos, causando as
doencas conhecidas como fusariose, queratite e onicomicose (CARVALHO et al.,
2014). Sao bastante conhecidos pela producdo de micotoxinas como fumosinas e
tricotecenos. Uma das espécies mais importante e estudada é o Fusarium oxysporum,
patdgeno em importantes culturas como: café, feijao, milho e amendoim, tomate entre
outras, causando prejuizos de bilhdes de dblares por ano aos agricultores (WANG L.
et al.,, 2015). Esse fungo infecta as plantas através das raizes, causando podridao
nas raizes e muitas vezes progride pelo caule, uma vez que o patégeno penetra no
sistema vascular, a capacidade da planta para absorver nutrientes € comprometida e
a planta eventualmente morre (ICHIKAWA et al., 2003). Apesar da sua patogenicidade
essa espécie produz diversos metabdlitos de interesse farmacéutico (MAHAPATRA

et al., 2012), como mostra a Figura 08.
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Figura 08: Alguns metabdlitos encontrados em Fusarium oxysporum.
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1.8. Senna spectabilis

O género Senna compreende mais de 600 espécies distribuidas amplamente
pelo mundo, englobando arbustos, ervas e arvores, podendo alcancar de 4 a 9 metros
de altura (JOTHY et al.,, 2012). A Senna spectabilis € uma das mais importantes
espécies, nativa da América do Sul, América Central, Asia e Africa, é encontrada em
diversos biomas brasileiros, incluindo cerrado e floresta tropical, conhecida
popularmente como Cassia do nordeste, canafistula-de-besouro, pau-de-ovelha entre
outros, apresenta atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e antiulcerogénica
relatada (VIEGAS JUNIOR et al., 2013).

Estudos fitoquimicos revelaram que mais de 350 moléculas foram isoladas de
Senna, sendo mais de 40 metabdlitos secundarios exclusivos de S. spectabilis,
exibindo diversas atividades biologicas, nos quais alcaloides piperidinicos e
triterpenos pentaciclicos s&o os mais comuns (VIEGAS JUNIOR et al., 2004 e VIEGAS

JUNIOR et al., 2006).
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Figura 09: Estrutura quimica das principais classes de compostos isolados de S.
spectabilis, alcaloide piperidinicos (54-57), triterpenos pentaciclicos (58, 60 e 69),
esteroides (59 e 67), pironas (62 e 66), antraquinonas (61 e 64), flavonoides (63 e 65)
e compostos diversos (68 e 70). OY

Juntamente com pesquisas fitoquimicas e bioldgicas, estudos recentes
também foram realizados entre essa espécie de planta e micro-organismos que
coabitam, permitindo a elucidacdo de importantes metabdlitos secundérios, como
citocalasinas, dibenzopironas, sesquiterpenos, hexadepsipeptideos e analogos do
acido picolinico (CHAPLA et al., 2014; ZANARDI et al., 2012 e SELEGATO et al.,
2016).
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CONCLUSAO

5. Conclusao

A predominancia de espécies de Fusarium observada no ambiente rizosférico
deve-se a alta taxa de crescimento destes em suporte solido, e também, a producao
de compostos antagbnicos, como as micotoxinas (acido fusarico e seus derivados,
tricotecenos e zearalenonas) e antimicrobianos (enniatinas e beuvericinas). Essas
caracteristicas sdo valorizadas em um ambiente tdo dindmico e competitivo, o que
torna 0s micro-organismos presentes nesses ambientes, detentores de uma fonte de
compostos de interesse farmacolégico, confirmado nos resultados positivos dos
ensaios biolégicos, realizados nos extratros neste trabalho.

Visando compreender a dindmica desse ambiente natural, buscou-se
primeiramente estudar os metabdlitos secundarios produzidos por R. similis e F.
oxysporum, em cultivo simples.

O F. oxysporum tem sua quimica bem descrita na literatura, o que possibilitou
a desreplicacédo de compostos da classe dos jasmonatos, importantes nos processos
de comunicacédo e defesa das plantas. Micotoxinas, acido fusarico e derivados, e a
beauvericina (antimicrobiano). Ja para o fungo R. similis ndo ha nenhum relato na
literatura, dificultando a desreplicacdo, o que incentivou a otimizacdo do processo
(planejamento fatorial completo), isolamento e identificagdo dos metabdlitos
secundarios deste organismo.

O estudo de otimizacdo, mostrou que o parametro agitagdo apresenta a maior
influéncia no numero de bandas observadas nos cromatogramas obtidos por CLAE-
DAD, e consequentemente no modelo criado, sendo entéo a variavel mais importante,
e deve ser levada em consideracgdo. Ja a andlise dos efeitos sinérgicos mostrou-se de
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valia, evidenciando a importancia de abordagens de otimizacdo de processos que
trabalhem de modo multivariado em relagao a univariado. Esse processo permitiu o
isolamento e identificacéo de treze compostos produzidos por essa espécie de fungo,
sendo cinco da classe das dicetopiperazinas e 5 derivados fendlicos, ja relatados na
literatura, e possuem uma gama de atividades bioldgicas e trés compostos inéditos.

Conhecendo a quimica desses micro-organismos cultivados em separado,
buscou-se estudar a influéncia das interacées no metabolismo destes fungos, e para
isso realizou-se ensaios em co-cultura em meio solido. O meio solido (placa de Petri)
foi preferido ao liquido, pois mimetizam melhor o ambiente natural (rizosfera, solo,
interior da planta, entre outros) e, também é possivel observar as colbnias, 0 que
permite estudar as interacdes que ocorrem do ponto de vista morfologico. O estudo
das interagbes em co-cultivo de R. similis VS F. oxysporum sugeriu uma interacéo
mutualistica (os dois se beneficiam sem prejudicar um ao outro) entre eles, o que pode
indicar uma interagcdo harmonica no ambiente natural (rizosfera).

O co-cultivo apresentou-se como uma estratégia interessante para acessar vias
silenciadas em condi¢cdes normais de laboratério, induzindo a producédo de dois novos
compostos (exclusivos da co-cultura). Porém, a identificagcdo desses compostos foi
dificultada, devido a baixa quantidade (traco) no extrato, ndo sendo possivel analisar
por ressonancia magnética nuclear. Para contornar esse problema grupos de
pesquisas estdo aumentando o tamanho das placas de Petri e/ou utilizando da
sensibilidade da espectrometria de massas (CLAE-EM) e utilizando fontes diretas
como por exemplo o DESI (Desorption Electrospray lonization), o que vem mostrando
ser uma saida bem interessante para a identificacdo destes compostos.

Ainda é pouco conhecido o papel dos compostos volateis em micro-
organismos, devido aos trabalhos envolvendo micro-organismos em simbiose, como
agueles associados a plantas e/ou organismos marinhos. Para isto, tem sido
direcionada seguindo as estratégias experimentais tradicionais da quimica de
produtos naturais, ou seja, envolve o isolamento da linhagem microbiana de
seu ambiente, cultivo em laboratério e uma triagem bioldgica dos extratos guiando o
isolamento e identificacdo dos metabdlitos bioativos. Esta abordagem néo fornece
respostas para a questao que envolve as razfes pelas quais os produtos naturais sao

biossintetizados.
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O pouco que se conhece, € o papel fundamental dessa classe de compostos
na atividade inibitéria do crescimento de outros organismos, podendo inibir a
germinacao de esporos em um grande namero de espécies fungicas ou serem téxicos
a outros micro-organismos, e sua atuacdo em plantas (comunicacao e defesa). O que
se pode afirmar é que essa linguagem quimica é de grande valor e vem sendo muito
utilizada no campo da agronomia, como por exemplo, no biocontrole de pragas de
cana de acucar e/ou outras culturas.

As abordagens utilizadas nesse trabalho geraram informacdes importantes
sobre a relacdo desses micro-organismos e a rizosfera, destacando a importancia e a
complexidade desse rico ambiente. Esses resultados servirdo como base para
trabalhos futuros buscando o esclarecimento e a exploracdo racional das relacdes
microbianas e, suas trocas metabdlicas oriundas da microflora com a planta e/ou

outros organismos.
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