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Resumo:

Os metabdlitos volateis representam uma parcela significativa no estudo da
metabolémica de fungos, desempenhando fungbes importantes no
desenvolvimento, defesa, protecdo contra estresse, comunicagdo e
patogenicidade do mesmo. Assim, muitos trabalhos na literatura, relatam a
acdo destes metabodlitos como marcadores biolégicos ou mesmo como
compostos antagbnicos a outras espécies de fungos. Deste modo, neste
estudo utilizamos a técnica de microextracdo em fase solida para extracao,
separacao e caracterizacdo de metabdlitos volateis de um fungo filamentoso
da pele via Cromatografia a Gas acoplada ao Espectrdbmetro de Massas.
Possibilitando a identificacdo de uma ampla variedade de compostos
organicos, tais como, hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres,
monoterpenos e sesquiterpenos.

Introducao

O estudo de metabolitos, também conhecido por metabolémica, tem
por objetivo uma andlise quantitativa e abrangente de matrizes de amostras
biologicas, concentrando-se principalmente no estudo de perfis dos
metabdlitos presentes (SMART et al, 2010). Estas espécies podem possuir
diferentes propriedades fisico-quimicas e ocorrer em diferentes
concentragdes na matriz, fazendo-se necessério o uso de técnicas analiticas
sofisticadas, como a espectrometria de massas e ainda ferramentas de
analise de dados, bibliotecas de metabdlitos e bancos de dados (DETTMER
et al, 2007). Dentre essa gama de substancias, os metabdlitos volateis
representam uma parcela significativa no estudo da metabolémica de
fungos, desempenhando fun¢des importantes no desenvolvimento, defesa,
protecdo contra estresse, comunicacdo e patogenicidade. Desta forma, a
separacéo e identificacdo dos metabdlitos é importante para defini-los com
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biomarcadores, proporcionando a utilizagdo dos mesmos como dados de
impressao digital de diferentes fungos.

O uso da técnica de microextracdo em fase solida (SPME, do inglés
Solid Phase Microextraction) para extracdo de metabdlitos volateis de fungos
tem sido utilizada em diversos trabalhos (NAZNIN et al, 2013), devido a sua
capacidade de extrair eficientemente metabdlitos volateis presentes em
baixa concentracédo e também por limitar os interferentes, mesmo em meio a
matrizes complexas e dinamicas.

Materiais e métodos
Cultivo e extracdo da cultura de fungos

O fungo selecionado para analise foi o fungo Massarina sp., para o
crescimento foi utilizado o meio de cultura agar extrato de malte (MEA, do
inglés malt extract agar), com temperatura de incubacdo de 28°C, o
crescimento dos fungos ocorreu em vials de 20 mL lacrados e contendo 4
mL de meio de cultura, possibilitando uma analise dos volateis em
headspace, as amostras foram retiradas para andlise apos sete dias de
incubacao, onde foram submetidas a extracdo de seus metabdlitos volateis
utilizando a técnica de SPME a 25°C e com tempo de extracao de 2 horas. A
fibora utilizada foi uma Divinilbenzeno/Carboxen/PolidimetilSiloxano
DVB/CARB/PDMS.

Andlise por Cromatografia a Gas acoplado a Espectrometria de Massas

As amostras de metabolitos volateis extraidos pela fibra de SPME
foram analisadas em um cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro
de massas da marca Agilent Technologies, modelo 5977A, operando com
coluna capilar de silica fundida HP-5 (5% de difenil, 95% dimetilpolisiloxano)
e utilizando hélio como gas de arraste. A elucidacdo dos espectros foi
realizada com a ajuda das bibliotecas Wiley 7.0 e Adams contidas no
software do equipamento, e com bibliotecas disponiveis na literatura.

Resultados e Discussao

Com o método de SPME, foi possivel perceber uma grande
diversidade metabdlica para o género de fungo testado. Na Figura 1, temos
0 cromatograma da extracdo de metabdlitos volateis para o género
Massarina sp. em meio de cultura MEA, no qual a fibra foi exposta por duas
horas a uma temperatura de 30°C. Com a elucidagdo dos espectros de
massas obtidos foi possivel identificador metabdlitos das classes de
compostos organicos, tais como hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas,
ésteres, monoterpenos e sesquiterpenos, conforme Tabela 1, o que nos
permitiu uma projecao positiva para a utilizacdo deste método na extracéo
dos metabdlitos volateis de outros fungos provenientes da pele humana. Os
compostos foram identificados utilizando a biblioteca contida no software do
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equipamento e por meio da comparacao dos espectros obtidos com dados
da literatura.
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Flgura 1 - Cromatograma da Extragao de Metabohtos volatels com f|bra exposta por duas
horas do género Massarina em MEA.

A presenca de alcodis metabolizados pelo fungo Massarina sp. esta
associada ao mecanismo de defesa do fungo empregando suas atividades
antimicrobianas, como no caso do 2-metil-1-butanol e 3-metil-butanol que
foram capazes de inibir completamente o crescimento de fungos patdégenos
segundo trabalhos ja publicados (FIEDLER et al, 2001). Os mono- e
sesquiterpenos identificados ja foram relatados na literatura como
metabdlitos liberados por outras classes de fungos (MORATH et al, 2012).
Vale salientar a importancia destes compostos na inddstria quimica e
farmacéutica bem como na participacdo de rotas biossintéticas, como
precursores de compostos de extrema importancia como vitaminas e
esteroides (Tabela 1).

Tabela 1 Metabdlitos volateis do fungo Massarina sp. identificados por EM

Tempo de Composto Formula

Retencao Molecular
2.273 2-metil-1-propanol C4H;100
2.529 3-metil-butanal CsH100
2.627 2-metil-butanal CsH100
2.752 Acido acético C,H40,
3.669 2-metil-1-butanol CsH1,0
6.963 Etanoato de isopentila C7/H140,
18.648 Teresantalol C10H160
22.637 B-Cariofileno CisHoy
24.89 B-sesquifelandreno CisHoy
26.469 a-Bisabolol C15H260
28.093 geranil-a-terpineno CooH3o

Conclusoes
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Com os resultados obtidos € possivel concluir que a técnica de SPME
empregada neste estudo € uma ferramenta poderosa para a identificacdo de
metabolitos volateis de fungos da pele. Grande parte dos metabdlitos
encontrados ja foram relatados como volateis provenientes de fungos,
contudo ndo ha nenhum trabalho para o Massarina sp., sendo identificados
alguns compostos ainda nao relatados. O estudo aprofundado de
metabdlitos de fungos possui extrema relevancia, pois facilita o
entendimento das rotas metabdlicas desses micro-organismos, aumentando
0 conhecimento sobre as espécies fungicas, bem como os papeis que
desempenham em sistemas bioldgicos como a pele e em doencas.
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