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RESUMO

O presente trabalho tem como finalidade testar o potencial de biotransformacao do
fungo endofitico Glomerella cingulata isolado das folhas da espécie vegetal Virola
surinamensis. O fungo foi reativado e cultivado em placa de Petri utilizando
como meio semissolido batata-dextrose-dgar (BDA). Nas reacfes de
biotransformacao o fungo endofitico Glomerella cingulata mostrou a capacidade de
biorreducdo da dupla ligagdo a,B-carbonilada das chalconas sintéticas: (2E)-1-(4-
metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona e (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-
trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona resultando respectivamente nos produtos: 1-(4-
metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-propan-1-ona e 1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-
trimetoxifenil)-propan-1-ona. Em relacéo aos substratos sintéticos
diidrodibenzalacetona, &cido abiético e antraceno-9,10-diona, ndo promoveu
nenhum indicio de modificagcédo estrutural, mostrando que o microrganismo nao teve
a capacidade de realizar reacdes de biotransformacdo com essas substancias. Os
produtos das biotransformacdes obtidos foram submetidos ao teste antimicrobiano
frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus feacalis e
Klebesiela pneumoniae. Nao foram observados atividade satisfatérios frente as

bactérias mencionadas.

Palavras-chave:

Biotransformacao, Chalconas, Glomerella cingulata.
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1 INTRODUCAO

Em resposta a necessidade da industria farmacéutica por novas
moléculas, as empresas de quimica fina estdo assumindo novas tecnologias de
manufatura, visando produzir compostos que satisfacam estas especificacdes. O
desenvolvimento na biocatélise, combinado com os avancos na engenharia de
processos, tém oferecido métodos melhorados para a producdo de intermediérios
quimicos valiosos (HUISMAN; GRAY, 2002).

A producdo dessas substancias, € devido, a crescente
necessidade de preservacdo ambiental e reducdo das etapas envolvidas, tem
exigido metodologias alternativas, como uso de biocatalisadores (DOUBLE;
KRUTHIVENTI; GAIKAR, 2004), pois estes, além de fornecerem uma ampla
economia em consumo de demais substancias tradicionalmente utilizadas em
processos industriais, acelerarem a producdo em mais de centenas de vezes se
comparado a processos convencionais. Biotransformagbes s&do importantes
ferramentas na sintese organica, especialmente para a producdo de moléculas
quirais, em que reacfes quimicas classicas ndo sdo possiveis ou séo ineficientes
(BEATRIZ; LIMA; MARQUES, 2005).

O aumento no uso de processos que utilizam biocatalisadores, deu-se,
principalmente, devido a alta demanda por novas moléculas com atividades
farmacoldgicas. A biocatalise é uma alternativa sintética viavel dentro dos principios
da quimica verde, pois sdo reacBes mais regiosseletivas, quimiosseletivas e
enantiosseletivas, fornecendo uma maior versatilidade e economia, diminuindo o uso
de solventes e geracdo de subprodutos toxicos ao homem e ao meio ambiente.
Ainda, a literatura descreve o processo de biotransformacdo como uma forma de
obtencdo de derivados com maior atividade biologica, com melhores propriedades
farmacocinéticas e para aumentar a diversidade quimica, através da obtencdo de
novas estruturas (BORGES et al., 2009).

De tal modo que se torna imprescindivel o aprofundamento de pesquisas
com plantas e com fungos que possuem essas caracteristicas. Os fungos, em
particular, sdo muito eficientes nos processos de reacdes de biotransformacéo,
sendo seu uso de suma importancia para as indastrias farmacéutica, quimica e

agroquimica.
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Isolado das folhas da espécie vegetal Virola surinamensis, arvore comum
na regido amazobnica, o fungo Glomerella cingulata. Tendo como objetivo sua
reativacdo, para a realizacdo de reacbes de biotransformacdo e, também, a
realizacdo de testes antibacterianos com os produtos isolados para a obtencéo de

compostos com possivel atividade biolégica.
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2 OBJETIVOS
21 Geral

Explorar o potencial biotecnologico do fungo endofitico G. cingulata
associado a espécie vegetal V. surinamensis, verificar as propriedades

antimicrobianas da biomassa produzida e de substancias isoladas, além de realizar

reacoes de biotransformacao.

2.2 Especificos

v Reativar o fungo endofitico Glomerella cingulata;

v" Realizar reacfes de biotransformacéao utilizando o microrganismo para testar

o potencial biocatalitico;

v' Avaliar o potencial Antimicrobiano dos produtos das reacbes de

biotransformacao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A espécie vegetal Virola surinamensis

O género Virola tornou-se alvo de intensos estudos cientificos apds a
divulgacao que algumas de suas espécies sdo usadas por certas tribos indigenas da
Amazo6nia no preparo de um rapé alucindégeno e no envenenamento de flexas para a
caca (VALDERRAMA, 2000). As espécies de Virola foram utilizadas na medicina
tradicional como cura em infec¢bes de pele (VEIGA et al.,, 2017). Sua resina foi
utilizada no tratamento de erisipela e o cha de folhas é utilizado no tratamento de
colicas e dispepsia. Na Amazodnia os indios inalam o vapor das folhas para tratar a
malaria. Nas regifes de ocorréncia, o uso da Virola advém antes da colonizacao,
guando os indigenas utilizavam suas sementes e cascas para a producdo de
alucinégenos. (PINA-RODRIGUES; MARQUEZ, 1999)

Dentre as mais conhecidas espécies de Virola esta a V. surinamensis
(figura 1, p. 15), (Rol.) Warb. pertencente a familia Myristicaceae, e conhecida
popularmente como uculba, ucuuba-branca, ucuuba-cheirosa, uculba-de-igapd,
uculba-da-varzea, ucuuba verdadeira, bicuiba, bicuiba-branca, arvore-de-sebo,
virola, entre outros. Sua reputacdo é crescente devido a utilizacdo dessa espécie
para a producdo de uma gordura chamada de —sebo de uculba, provenientes das
sementes utilizadas para a fabricacdo de velas, sabfes e etc. A madeira de uculba
€ largamente utilizada na fabricagdo de compensado e os residuos da producao
industrial sdo usados na confeccdo de papel tipo Kraft de boa qualidade (GALUPPO
e CARVALHO, 2001).

A espécie V. surinamensis € facilmente encontrada na América Central
desde Guatemala até o Panama, prosseguindo as Antilhas tendo seu ponto extremo
nas llhas de Guagalupe, Granada, Trinidad e Tobago. Na América do Sul atinge
Venezuela, Guiana Francesa, Colémbia, Peru, Bolivia e o Brasil (CESARINO, 2006).

Entre os importantes grupos de metabolismo secundario vegetal, estdo os
lignoides, que possuem essenciais fungdes tanto para as plantas que as produzem,
quanto para o homem que extrai ou sintetiza. Sendo que para as plantas e
evidenciado que os lignoides apresentam um papel em adaptacdo ecoldgica, pois
lignanas sdo acumulados em madeira em resposta a ferimentos mecanicos, ou

ocasionados por fungos ou bactérias (CHEN, 1976).
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As plantas do género Virola sdo todas lenhosas, variando de pequenos
arbustos até arvores de grande porte. Para a espécie em estudo encontra-se arvore
de até 30 m de altura com tronco de até 1 m de diametro e folhas com até 20 cm de
comprimento (RODRIGUES, 1980). A classificacdo taxondmica da espécie vegetal

pode ser vista no Quadro 1.

Quadro 1. Classificacdo taxondmica da Virola
Surinamensis (NEVES, 1999).

REINO Vegetal
DIVISAO Spermatophyta
CLASSE Dicotyledoneae
ORDEM Laurales
FAMILIA Myristicaceae

GENERO Virola
ESPECIE Virola surinamensis

Figura 1. Fotografia da Virola surinamensis

[

Pesquisas realizadas com a V. Surinamensis, anteriormente, ja
forneceram isolamento de substéncias, muitas delas relatadas na literatura como
substancias de atividades farmacoldgicas. Algumas dessas substancias podem ser
vistas seguir. Na figura 2 (p. 16) esta a irieliptina B(LOPES, et. al., 2004), extratos
contendo essa substancia demonstraram atividade seletiva sobre a cepa mutante
de S. cerevisiae, Rad 52Y (CARBONEZI et al., 2004); a virolina que, em testes
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realizados, foi comprovado o efeito alelopéatico dessa substancia (BORGES et al.,
2007); a sesamina (BORGES, 2003), essa substancia tem a capacidade de oxidacao
hepatica de acidos gordos.

Figura 2. Substancias isoladas de Virolla surinamensis

irieliptina B

OMe

0 //// ",
< 5
o
O

virolina

OMe
’}J”-‘.rm °
MeO /,-"
OH
Me()
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3.2 Fungos Endofiticos

Os fungos estdo entre 0os organismos mais importantes do planeta, ndo s6
por suas funcdes nos diferentes ecossistemas, mas também pela influéncia sobre os
seres humanos em relacéo as atividades cotidianas, como producédo de alimentos,
na industria farmacéutica, producdo de medicamentos, dentre outras (MUELLER;
SCHMIT, 2007). E importante ressaltar que 0S microrganismos S30 recursos
renovaveis e a sua producdo de substancias potencialmente bioativas em escala
ampliada pode ser realizada usando a tecnologia existente, como a variacdo do
meio e otimizacdo das condicdes de cultivo. Como exemplo, a manipulacdo no meio
de cultura do Penicillium notatum, que resultou em um aumento de 6000 vezes na
producao da penicilina (DEMAIN, 2000).

Os microrganismos endofiticos, tais como os fungos, podem colonizar
folhas, ramos e raizes, sem causar prejuizos aos hospedeiros, habitando de forma
sistémica o apoplasto, vasos condutores e em alguns casos o interior da célula
(MUSSI-DIAS et al., 2012). Todos os microrganismos que habitam, pelo menos
durante um periodo de seu ciclo de vida, o interior de um vegetal, podem ser
considerados como um enddfito. A distingdo entre enddfitos, epifiticos (aqueles que
vivem na superficie das plantas) e fitopatégenos (aqueles que causam doencas as
plantas) é de puro significado didatico (AZEVEDO, 2000). E estimado
gue cerca de 80% das plantas sdo hospedeiras de fungos (ZHANG et al., 1997). Os
mecanismos pelos quais fungos endofiticos controlam ataques de insetos séo
listados e incluem a producao de toxinas, bem como a influéncia desses compostos
sobre plantas e animais e como sua producdo pode ser afetada por condigbes
genéticas e ambientais (AZEVEDO et al., 2000).

Os fungos endofiticos sdo um grupo diversificado de ascomicetos
definidos por sua ocorréncia assintomatica nos tecidos vegetais. Eles ocorrem em
todo o territorio terrestre, nas comunidades naturais e antropicas, colonizando
plantas no Artico, solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas tropicais,
mangues e florestas costeiras (JALGAONWALA; MOHITE; MAHAJAN, 2011;
ARNOLD, 2007). Normalmente, centenas de espécies de endofitos podem ser
isoladas de uma Unica planta, sendo que pelo menos um é especificado ao
hospedeiro (TAN; ZOU, 2001).
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Fungos endofiticos representam uma fonte rica de produtos naturais
novos e bioativos. Eles colonizam um habitat ecolégico praticamente inexplorado e
seus metabdlitos secundarios sdo particularmente ativos, possivelmente devido as
interacbes metabolicas com seus hospedeiros (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO,
2012). Os microrganismos endofiticos sdo um reservatério significativo de novos
metabdlitos secundérios bioativos, incluindo antimicrobianos, inseticidas, compostos
anticancerigenos, antidiabéticos e imunossupressores com suas grandes aplicacdes
potenciais na agricultura, medicina e industria de alimentos (KHARWAR et al., 2011,
YU et al., 2010). Portanto, o estudo dos enddfitos parece ser uma estratégia
promissora na obtencdo ou identificacdo de substancias potencialmente bioativas
(SOMENSI, 2012). Algumas dessas substancias podem ser citadas como a
substancia classica penicilina (figura 3), como antibiotico, descoberto por Alexander
Fleming em 1928 e produzido pelo fungo Penicillium notatum, abriu a era do uso de
antibiéticos na terapéutica moderna e assim, o interesse no estudo de

microrganismos como fonte de agentes bioativos (SCRIABINE et al., 1999).

Figura 3. Estrutura da penicilina.

E também o composto chamado taxol (figura 4, p. 19) isolado do fungo
endofitico Taxomices andreanae no qual é utilizado como agente quimioterapéutico
para o tratamento de varios canceres incluindo cancer de mama, ovario refratario,

coOlon e sarcoma.
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Figura 4. Estrutura do taxol.

X

3.3 O género Glomerella cingulata

O género Glomerella é de interesse fitopatoldgico pertencente ao Reino
Fungi, divisdo Ascomycotina, Classe Ascomycetes, Ordem Polystigmatales, Familia
Glomerellaceae. Os ascomicetos constituem o grupo mais numeroso de fungos,
ocorrendo nos mais variados habitats exercendo saprofitismo e/ou parasitismo,
causando diversos tipos de doencas em plantas (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

O fungo Glomerella cingulata (Stonem Spauld. e Schrenk) é um fungo
cujos hospedeiros sdo atacados através de varios mecanismos, podendo ocorrer a
penetracdo do tecido cuticularisado através de apressorios ou ndo. Também pode
ocorrer penetracdo direta por hifas ndo diferenciadas através de células néo
cuticularisadas, estbmatos e ferimentos (BRUGGEN e MARAITE, 1987; ZAKARIA,
1995; LOPEZ, 2001). E encontrado mundial, mas predominante em climas
subtropical. Hospedeiro comum incluindo frutas tal como manga, papaya, abacate,
morango, maga e frutas citricas, e espécies de plantas ndo cultivada sdo também
sao afetadas (BAILEY; JEGER, 1992; MEDEIROS et al., 2010). A seguir encontra-se

a classificagéo taxondmica do fungo no Quadro 2 (p. 20).
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Quadro 2. Taxonomia do fungo Glomerella cingulata.

REINO Fungi
DIVISAO Ascomycotina
CLASSE Ascomycetes
ORDEM Polystigmatales
FAMILIA Glomerellaceae
GENERO Glomerella
ESPECIE Glomerella cingulata

Algumas classes de substancias ja foram isoladas deste endofitico,
muitas delas relatadas na literatura como substancias de excelentes atividades
farmacoldgicas, podemos citar algumas dessas atividades como anticancerigena,
antimicrobiana entre outras. Algumas dessas substancias podem ser vistas abaixo
(figura 5), por exemplo, os sesquiterpenos (A-D) Glomeremofilanos (LIU et al., 2017)
gue possuem a atividade anti-inflamatoria neurolégica, revelando papel importante

na inibicdo de doencas como Alzheimer e Parkinson.

Figura 5. Substancias Isoladas de Glomerella cingulata.

Estrutura do Glomeremofilano A Estrutura do Glomeremofilano B
(o] OH
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3.4 Reacéo de Biotransformagéo

Biotransformacdes sdo conversdes quimicas catalisadas por enzimas
(SHAW, 2003) sobre substratos naturais ou sintéticos. Os processos biocataliticos
utilizando células integras ou enzimas isoladas tém encontrado diversas aplicacdes,
especialmente nas industrias quimica, agroquimica e farmacéutica (PINHEIRO,
2007; HUISMAN, 2002). E uma ferramenta importante na sintese organica,
especialmente para a producdo de moléculas quirais e sempre que as reacdes
quimicas sao ineficientes (PINHEIRO; MARSAIOLI, 2007).

O desenvolvimento de novos métodos biocataliticos vem crescendo em
varias areas de conhecimento como a quimica, microbiologia e engenharia genética,
€ NOVOS microrganismos e/ou suas enzimas sao sujeitos a triagem intensiva.

A base tedrica da utilizacao de biocatélise em transformacgdes orgéanicas é
a grande diversidade e numero de enzimas disponiveis na natureza (OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2012). A aplicacdo de enzimas, como as microbianas, como
catalisadores em processos industriais, mostra-se vantajosa, pois sdo especificas,
naturais e geralmente ndo apresentam toxicidade, sendo essas caracteristicas
importantes tanto para a indudstria quanto para o meio ambiente. Dentre as enzimas
microbianas, aquelas produzidas por fungos estdo em expanséo de uso em diversos
processos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

A capacidade de aproximar os substratos em uma determinada
orientacdo favorece a diminuicdo da energia de ativacdo, que ¢é
necessaria para converter 0 substrato em produto. Em geral, as
velocidades de reacdes se tornam mais rapidas na ordem de 106 até 1023
vezes quando comparadas com as ndo catalisadas (NELSON; COX, 2000; VOET;
VOET, 1995). O mecanismo simplificado da acdo desses biocatalisadores, também
conhecido por chave-fechadura, pode ser representado como mostrado na Figura 6
(p.- 22), onde a enzima atua catalisando a reacado sem afetar a formacé&o do produto
(FABER, 1997).
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Figura 6. Representacao de uma reagdo organica biocatalitica.

Producto

Enzima Complen enzima-susirato Enzima

Estudos de biotransformacéo de produtos naturais realizados por cepas
fungicas tém sido descritos na literatura como estratégias para obtencdo de
derivados com maior atividade biolégica, menos toxicidade, com propriedades
farmacocinéticas melhoradas ou, ainda, para aumentar a diversidade quimica
através da obtencéo de novas estruturas (BORGES et al., 2009).

Em muitas bioconversdes relatadas na literatura, os biocatalisadores
utiizados tém origem microbiana: microrganismos ou Sseus sistemas
enzimaticos isolados. Cada uma das possibilidades apresenta vantagens e
desvantagens: sistemas enzimaticos isolados sdo comercialmente disponiveis
e alguns séo relativamente faceis de serem obtidos. No entanto, alguns desses
sistemas isolados exigem a presenca de cofatores e a necessaria regeneracdo
desse material pode ser uma complicacdo. Organismos inteiros, por sua vez, nao
requerem uso de cofatores e de maneira geral sdo mais baratos que o0s
sistemas enzimaticos isolados. Por outro lado, as etapas de crescimento e
manutencdo desses organismos exigem arduo trabalho manual (COLLADO;
ALEU, 2001; FABER, 2004).

As vantagens e desvantagens do processo irdo determinar a viabilidade
de cada caso especifico. O uso de biocatalise para modificagbes de moléculas
organicas tém varias vantagens. As condi¢cdes reacionais sao suaves, nao Sao
produzidos rejeitos industriais toxicos e as reacbes sdo especificas. Dentre as
desvantagens podem ser citadas a perda de atividade enzimética com o tempo,

custos mais altos assim como as maiores dificuldades no desenvolvimento de
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processos envolvendo microrganismos em cultivo. Entretanto, em muitos casos, as
vantagens predominam (OLIVEIRA, 2012). Na literatura existem varios trabalhos

referentes a biotransformacéo com fungos dos mais diversos géneros, como podem

ser vistas nas reacdes abaixo.
Biotransformacg&o do acido eburicoico pelo o fungo Glomerella fusarioides

(figura 7) via clivagem oxidativa do anel A (SHIRANE et al, 1996).

Figura 7. Biotransformacao do acido eburicoico
OH OH

OH
Glomerella
. ///,,
fusaroides 0 ’
—_—
HO

HO

Biotransformacgé&o do acido oleandlico pelo o fungo Nocardia sp. (figura 8)

produzindo o metil éster de acido oleandlico (ZHANG et al, 2005).

Figura 8. Biotransformacé&o do acido oleandlico

2,
/,'

Nocardia sp.

HO

A bioconversdo do limoneno em alcool perilico(figura 9) pelo o fungo
Fusarium verticiloides (DE OLIVEIRA; STRAPASSON, 2000).

Figura 9. Bioconversao do limoneno
OH

Fusarium

verticiloides

—_—
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3.5 Consideracdes sobre bactérias utilizadas nos ensaios antimicrobianos

3.5.1 Escherichia coli

E. coli € uma bactéria Gram-negativa, oxidase-negativa, em forma de
haste da familia Enterobacteriaceae. E capaz de crescer tanto aerobicamente e
anaerobicamente, de preferéncia a 37 ° C. A E. coli (figura 10) é amplamente
estudada em humanos, animais, alimentos e meio ambiente. Embora existam muitas
caracteristicas comuns que esses patotipos empregam para colonizar a mucosa
intestinal e causar doencas, 0 curso, 0 inicio e as complicacdes variam
significativamente. Os surtos sdo comuns em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, e as vezes eles tém consequéncias fatais. Muitos destes
patdgenos sdo uma grande preocupacdo com a saude publica, pois apresentam
baixas doses infecciosas e sdo transmitidos através de meios onipresentes,
incluindo alimentos e 4gua (CROXEN et al., 2013).

Figura 10. Bactéria Escherichia coli.

Fonte: exame.abril.com.br

3.5.2 Staphylococcus aureus

S. aureus Bactéria € uma bactéria gram-positiva, patogénica, causadora
de doencas respiratérias e cardiacas e a principal causadora de infeccdes
hospitalares (SOUZA et al., 2004). A S. aureus (figura 11, p. 25) é um importante
patdgeno humano que causa uma ampla gama de infec¢bes clinicas. E uma das
principais causas de bacteriemia e endocardite infecciosa, bem como infeccdes
osteoarticulares, cutaneas e moles, pleuropulmonar e infeccbes relacionadas a
dispositivos (TONG et al., 2015).
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Figura 11. Bactéria Staphylococcus

Fonte: www.pinterest.com

3.5.3 Klebesiella pneumoniae

K. pneumoniae € um bacilo Gram-negativo, anaeroébio facultativo, membro
da familia Enterobacteriaceae, capaz de sobreviver em objetos inanimados ou
fémites (objetos com capacidade de absorver, reter e transportar organismos
contagiantes ou infecciosos, como por exemplo, sapatos), colonizar o corpo humano
e causar infeccbes graves em pacientes imunocomprometidos (CORREA et al.,
2013). A Klebsiella pneumoniae (figura 12) agora € reconhecida como uma ameaca
urgente para a saude humana devido ao surgimento de cepas resistentes a multiplos
farmacos associadas a surtos hospitalares e cepas hipervirulentas associadas a

infeccdes graves adquiridas na comunidade (HOLT et al., 2015).

Figura 12. Bactéria Klebesiella

Fonte: www.pinterest.com
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3.5.4 Enterococcus faecalis

E. faecalis (figura 13) € 0 enterococo mais comum, gram-positivo, entérico
facultativo (PINHEIRO et al., 2003). Os Enterococcus spp. compdem a microbiota
intestinal de seres humanos e animais saudaveis e estdo amplamente distribuidos
no ambiente (BIAVASCO et al. 2007; CASAL et al. 2009, LOPEZ et al. 2009;
RIBOLDI et al. 2009). No Brasil, ha poucos levantamentos a respeito da ocorréncia
de cepas de Enterococcus em alimentos de origem animal, tendo sido os relatos
clinicos os mais publicados, em que se analisam cepas isoladas de pacientes
humanos em hospitais (CAMPOS; SOUZA; SILVA; SANTANA, 2013).

Figura 13. Bactéria Enterococcus faecalis

q ~ (‘-’fx.\.\

Fonte: www.biomedicinaemacao.com.br



4.1

41.1

NSNS

4.1.2

<

4.1.3

NN

27

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Equipamentos

Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear — Modelo Mercury 300-
Varian, operando a 75 MHz (RMN de **C) e 300 MHz (RMN de *H);

Autoclave vertical - Modelo Au PHOENIX;

Capela de fluxo laminar - Modelo PA 320 PACHANE;

Agitador Orbital tipo Shaker — MARCONI;

Balanca analitica Sartorius;

Estufa incubadora: QUIMIS;

Vortex : Genius 3 IKA®;

Camara de andlise de fluorescéncia por luz ultravioleta: Cabine e luz
SPECTROLINE, modelos CM-10/ENF-260C;

Solventes

Acetato de Etila (ISOFAR);
Metanol (DINAMICA);
DMSO (ISOFAR).

Substratos

(2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona;
(2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona;
Diidroxidibenzalacetona;

Antraceno-9,10-diona;

Acido Abiético.
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4.1.4 Meios de cultura

Agar (ISOFAR);

Caldo BHI (KASVI);

BHI agar (KASVI);

Dextrose (ISOFAR);

Extrato de malte (HIMEDIA).

AU NEE NER NN

4.1.5 Técnicas cromatogréficas utilizadas para anélises
v' Cromatografia em camada delgada (CCD): cromatoplacas de aluminio de
silica gel 60F254 espessura 0,2 mm (MERCK);
v' DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UVys, espessura 0,2 mm.

4.1.6 Solucédo reveladora utilizada nas placas cromatograficas

v" Solucéo acida de Sulfato Cérico [Ce(SO,)2] 2%;

4.1.7 Solvente Deuterado utilizado na analise de RMN de *H.
v Cloroférmio-D (Cambridge Isotope Laboratories).
4.1.8 Material utilizado no ensaio antimicrobiano
v Placa de Elisa 96 pocos (KASVI);

v' TTC (Cloreto de 2,3,5-trifeniltetraz6lio) (NEON);
v' Cloridrato de ciprofloxacino (MEDLEY®).
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4.2 Métodos
4.2.1 Reativacéo e desenvolvimento do fungo

Uma cepa do microrganismo foi ativada em placa de Petri com o meio
BDA (Batata Dextrose, Agar). Para o preparo do meio foram utilizados 100 g de
batata inglesa lavada aferido em 500 mL de agua destilada, aquecido em
aproximadamente 100 °C para extracdo do caldo, logo apoés a filtracdo da parte
liquida, contendo os nutrientes da batata, adicionou-se 10 g de Agar e 10 g de
Dextrose, agitou-se até a homogeneizacéo, a solucéo foi esterilizada em autoclave
por 15 minutos a 121 °C. Cerca de 20 mL da solucdo foram distribuidos em cada
placa de Petri e foi colocada em repouso na temperatura ambiente para que 0 meio
ficasse semissélido, sendo em seguida, inoculado em capela de fluxo laminar, um
fragmento do micélio para cada placa em seguida, armazenadas na micoteca do
Laboratério de Bioensaios e Quimica de Microrganismos (LaBQuiM) da
Universidade Federal do Para (UFPa), onde permaneceram para o desenvolvimento
das hifas.

4.2.2 Meio de cultivo para a reacéo de biotransformacéo

Para realizar a reagédo de biotransformacéo foi utilizado como meio de
cultivo o extrato de malte, que foi escolhido por ser considerado o melhor meio em
gue o fungo se desenvolveu. Para o seu preparo foram utilizados 500 mL de agua
destilada, 5 g de D-glicose anidra e 0,5 g de Peptona. O meio foi homogeneizado e
distribuido em 5 frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo cada um 100 mL do

meio, em seguida foi esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121° C.

4.2.3 Adicao do fungo e do substrato ao sistema reacional para Biotransformacéo

Para o estudo de biotransformacédo fragmentos de BDA contendo micélio
fungico foram inoculados nos frascos Erlenmeyer previamente esterilizados, os
quais foram incubados sob agitacdo (125 rpm) a temperatura de 28 °C por um
periodo de trés dias. ApOs esse periodo os substratos foram adicionados na

concentracdo de 0,5 mg.mL™ (substrato/meio de cultivo). Foram utilizados substratos
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de origem sintéticas como as chalconas (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5 trimetéxifenil)-
prop-2-en-1-ona (A) e (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona
(B) solubilizadas em 50 pL de dimetilsuféxido. Os frascos com 0 meio de reacao e
os de controle foram colocados a mesa agitadora orbitalar, por mais sete dias
mantendo-se as condi¢bes de agitacdo e temperatura. Ao final de dez dias o meio
de reacéo foi submetido a avaliagédo de biotransformacao.

Frascos contendo apenas o meio de cultura (controle do meio de cultura),
meio de cultura e o substrato (controle do substrato) e o meio de cultura e o fungo
(controle microbiano) foram incubados sob as mesmas condi¢cdes. Essa metodologia

foi realizada em triplicata e é ilustrada na figura 14.

Figura 14. llustracdo do procedimento geral utilizado para as reacdes de

biotransformacgéao.
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E— —» RMNde'H

“Shaker”
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AcOEt 1:1
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4.2.4 Obtencbes dos extratos reacionais da biotransformacéo

ApoOs o periodo de dez dias os sistemas de reacdo foram filtrados a
vacuo, os filtrados foram particionados com acetato de etila duas vezes na
proporcao 1:1, em seguida a fase organica foi secada com sulfato de sédio anidro
(Na,SO,), depois filtrado e concentrado em evaporador rotativo, obtendo-se o
extrato acetato de etila (figura 15). Aos frascos que continham a biomassa fungica
foram adicionados metanol e permaneceram durante 24 horas, com a finalidade de
eliminar os esporos e evitar o risco de contaminacdo. Apos esse tempo, 0s sistemas
foram filtrados e concentrados, obtendo assim o extrato metandlico. Os frascos com
o micélio eliminado foram deixados na capela para que volatizasse o solvente ainda
existente, e apds esse procedimento os frascos passaram pelo processo de
descontaminacdo em autoclave durante 45 minutos a 121° C. Abaixo pode-se

observar o fluxograma da reacao de biotranformacao.

Figura 15. Fluxograma da reag&o de Biotransformagéo

[ Meio de Reacdao ]
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- Filtracao
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-Concentragéo -Concentracéo
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Todos os extratos obtidos foram analisados por CCDC, onde foram
eluidos em Hex/AcOEt 30 % (Hexano:Acetato de Etila 70:30). O parametrto utilizado
para atestar a ocorréncia ou ndo do processo de biotransformacdo consistiu na
comparacdo entre os espectros de RMN de 'H dos produtos obtidos com os
espectros dos substratos testados.

Para a purificacdo dos produtos das chalconas (diidrochalconas) foi

utilizada a técnica de recristalizacdo, assim foram obtidos os produtos S1 e S2.

4.3 Teste antimicrobiano

Quatro cepas bacterianas foram usadas nos ensaios: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 8739), Enterococcus faecalis (ATCC
29212) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 70063). As referidas cepas foram obtidas
mediante solicitacdo a Fundacdo Osvaldo Cruz (Rio de Janeiro - RJ). As cepas
liofilizadas foram suspensas em meios de cultura indicado pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS). Utilizando-se a metodologia de
suspensao e armazenamento preconizada por aquele instituto. As cepas foram
armazenadas no laboratério de genética —Departamento de Biologia Molecular/CCB
da — UFPA. Repiques das cepas foram cedidos ao grupo de pesquisa em Quimica
de Produtos Naturais da Faculdade de Quimica da Unifesspa.

As cepas foram cedidas ao grupo de pesquisa pela Prof2 Dr. Marilene
Nunes Oliveira, docente da Unifesspa.

4.3.1 Preparo do meio de cultivo BHI

Para o preparo do meio de cultivo BHI (Infuso Cérebro Coracédo) em 300
mL de meio de cultivo foram utilizados 11,1 g de meio de cultura BHI.

4.3.2 Preparo do meio de cultivo Agar BHI
Ja no preparo do meio de cultivo Agar BHI (Infuso Cérebro Corag&o)

foram utilizados 13,5 g de &gar bacterioldgico em 300 mL de caldo BHI. Apds a

dissoluc&o o meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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4.3.3 Ativacao das bactérias

As bactérias testadas nos ensaios foram ativadas em placa de Petri de 9
cm de diametro, contendo agar BHI, por um periodo de 24 h. ApoOs esse periodo
foram transferidas, com auxilio de wuma haste bacteriologica estéril,
aproximadamente trés col6nias de cada bactéria para um tubo de ensaio contendo 3
mL do caldo BHI e incubadas por mais um periodo de 24 h. Suas concentracdes
foram padronizadas para se obter uma cultura com aproximadamente 1,0x10% UFC.
Apés atingir essa concentragao realizou-se diluicdes até alcancar a concentracao de
1,0x10* UFC.

4.3.4 Padronizagao das culturas

Primeiramente preparou-se uma solucdo de sulfato de bario numa
concentracdo referente a 1,0x10° UFC/mL. Para se obter essa concentracdo foi
necessario fazer uma mistura das solucées de H,SO4 1% (9,95 mL) e BaCl, 1%
(0,05 mL). Feito isso, comparou-se o grau de turvacao do tubo de ensaio contendo a
bactéria com o padrao sulfato de bario. Com essa padronizacao o tubo contendo a
bactéria apresentou uma concentracdo aproximadamente de 1,0x10° UFC.

4.3.5 Preparo das amostras

Para os produtos da biotransformacao foram utilizados 1 mg para serem
testadas, as amostras foram solubilizadas em 100 yL de DMSO, contidos em um
tubo de Eppendorf em seguida agitou-se no Vortex para homogeneizar a solucéo.
Em seguida foram adicionados 900 pyL de caldo BHI esterilizado e agitou-se
novamente a solugdo. Desta forma foram obtidas solu¢des estoque na concentragao

de 1 mg/mL.

4.3.6 Preparo do antibiético controle

Pesou-se 1 mg do antibiético Cloridrato de ciprofloxacino e dissolveu-se

em 1 mL de agua destilada estéril. Desta solucéo, pipetou-se 5 pL e diluiu-se em
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995 uL de caldo BHI, contido em um tubo de Eppendorf. Obteve-se assim uma

concentragéo de 5 yL/mL.

4.3.7 Ensaio para medir a CIM (Concentragdo Inibitoria Minima)

Nas placas de Elisa de 96 pogos foram adicionados 100 uL de caldo BHI
em cada cavidade. Apds isso foram colocados 100 pL da solugdo contendo a
amostra a ser testada na primeira cavidade e homogeneizou-se. Dando continuidade
foram realizadas sucessivas diluicbes, retirando-se 100 yL da primeira cavidade
(cavidade A) e transferindo esse volume para a préxima cavidade (cavidade B), esse
procedimento é repetido até a penultima cavidade da placa de Elisa, onde retira-se
100 pL e descarta-se. A Ultima linha da placa é usada como um controle do meio
usado, nédo foi adicionado a amostra, além disso, a penultima coluna da placa usou-
se para adicionar o controle do solvente (DMSO) e as bactérias, e na ultima coluna
foi colocado o controle do antibidtico e as bactérias. Posteriormente foram
adicionadas em cada cavidade 5 pyL de suspencdo bacteriana e incubou-se as
placas por 24 horas em uma temperatura de 37°C. A leitura dos resultados foi feita
utilizado o corante TTC (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlico). A figura 16 (p. 34) mostra
a distribuicdo das amostras e controles na placa de 96 pocos.

Figura 16. Distribuicdo das amostras na placa de 96 pocos.
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4.3.8 Tipo de atividade

Apos a leitura feita com a adicdo do corante TTC (cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolico), as cavidades que ndo apresentaram coloracdo avermelhada
foram inoculadas para uma placa de petri contento o0 meio de cultura agar BHI e
incubadas por 37°C em um periodo de 24 horas. Onde se observa que houve o
impedimento do crescimento da bactéria, indica que o extrato ou substancia possui
um efeito bacteriostatico a essa concentracdo, e onde a bactéria ndo apresentou
crescimento, indica que o extrato ou substancia possui efeito bactericida. Na figura
17 ilustra-se o comportamento das bactérias diante do crescimento microbiano, onde

se pode classifica-lo como efeito bactericida ou bacteriostatico.

Figura 17. Representacdo da Concentracdo Bactericida

Representagdo da =
Acao Representacao da
Bacteriostatica Acao Bactericida
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5.1 Produtos das Reacdes de Biotransformagéo

As estruturas dos substratos (A-E) utilizados no processo biocatalitico

encontram-se ilustrados a seguir na figura 18:

Figura 18. Substratos utilizados para as reacdes de biotransformacéao

(2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

[A]

(2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-

trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

[B]

Diidroxidibenzalacetona

[C]

Acido abiético

[D]

Antraceno-9,10-diona

[E]
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5.2 Biotransformacao do substrato A.

Figura 19. Esquema de biotransformacgéo da (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil) prop-2-en-1-ona (A).
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O esquema (figura 19) descreve a reacdo de biotransformacdo. Apds o

periodo de reacao, o extrato obtido foi analisado por RMN *H (figura 21, p. 39), onde

se verificou a formacdo de um produto por meio da comparacdo do espectro de

RMN 'H do substrato (figura 20, p. 38) com o espectro do meio reacional da

biotransformac&o. E observado o aparecimento de dois sinais tripletos na regido em
on 3,20 (t, Hz, 2H-a) e em &y 3,00 (t, 2H-B) sinais referentes aos hidrogénios

metinicos  a-B-carbonilado.

O aparecimento desses sinais confirmam a

biotransformacdo do substrato A, para a substancia 1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-

trimetoxifenil)propan-1-ona (S1).



Figura 20. Espectros de RMN *H (300 MHz, CDCls) do substrato A.
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Figura 21. Espectros de RMN *H (300 MHz, CDCls) de S1.

0521

AR°E
—EE
¥ee'E
we'e
vrete—/
(L0
092'2 e

£18"8—
/
[
pog s~/
299°5
2%0°E
SER"9" -
R
2089,
Sy 9 U
Y
508" L
186 L
296°¢
‘4
Z
3
K 3
TR — =
»
559" S
089°p =
089y s

T

4.69 4.65 ppm

1§

13
o
o
{
|
3
[
k
{
b
[ o
| L
SR S 5
| To
r -
t
o
s N
oS
* o
"o
o
b ‘v
<
- -
"'1 le 4 @
»
<1 B
L lao
|
Ik-m
[
"
-
o
|
_1. -
—— | o
w
b
e
B
N -0
L]
-
n
-

10



40

5.3 Biotransformacgé&o do substrato B.

Figura 22. Esquema de Dbiotransformacdo (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-
trimetoxifenil) prop-2-en-1-ona (B).

OCHj3 OCHj
H3;CO O Glomerella  H,CO O
| OCHs cingulata OCHj
OCH; — OCHj

@] @)
(2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4- 1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-
trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona trimetoxifenil)propan-1-ona

(B) (S2)

A figura 22 descreve a reacdo de biotransformacdo do substrato. A
anélise foi realizada pela comparacado dos espectros de RMN *H do substrato (figura
23, p. 41) com o espectro de RMN *H (figura 24, p. 42) do extrato, foi observado o
aparecimento de dois sinais tripletos na regidao em 6y 3,19 (t, Hz, 2H-a) e em 6y 2,9
(t,2H-B) referentes aos hidrogénios metilénicos a-B-carbonilado. Esses sinais
confirmam a biotransformacdo do substrato B para 1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-

trimetoxifenil)propan-1-ona (S2).



Figura 23. Espectros de RMN "H (300 MHz, CDCls) do substrato B.
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Figura 24. Espectros de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de S2.
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O fungo G. cingulata ndo foi capaz de realizar reacdo de biotransformacéao
dos substratos C, D e E. ApOs andlises dos espectros obtidos do meio de reacéo
nao foi observada nenhuma alteracdo em comparacdo com 0s espectros dessas

substancias.

5.4 Resultados do Ensaio Antimicrobiano

Os produtos das biotransformacdes obtidos foram analisados frente as
bactérias Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus feacalis (ATCC 29212) e Klebesia pneumonae (ATCC 70063).

Nas reacdes de biotransformacéo, o fungo endofitico G. cingulata mostrou
a capacidade de biorreducdo da ligacdo dupla a,B-carbonilada das chalconas
sintéticas (2E)-1-(4-metodxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona (A) e (2E)-1-
(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona (B), resultando nas
respectivas diidrochalconas 1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-propan-1-ona
(S1) e 1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)-propan-1-ona (S2). Apds o termino
dos testes antimicrobianos foi possivel observar que os produtos S1 e 82 néo
apresentaram atividade bioldgica frente bactérias testadas. Esses resultados
demonstram que o fungo é quimiosseletivo nessas reacdes, reduzindo apenas a

ligagéo dupla C=C do sistema enona das chalconas testadas.
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6 CONCLUSAO

Nas reacdes de biotransformacéo o fungo endofitico Glomerella cingulata
mostrou a capacidade de biorredugdo da dupla ligagdo a,B-carbonilada das
chalconas sintéticas: (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona
(A) e (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)-prop-2-en-1-ona (B) resultando
nos seus respectivos produtos: 1-(4-metéxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-propan-1-ona
e 1,3-difenil-propan-1-ona (S1) e 1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)-propan-1-
ona (S2). O enddfito frente aos substratos sintéticos diidrodibenzalacetona (C), &cido
abiético (D) e antraceno-9,10-diona (E), ndo foi observada através das analises
nenhum indicio de modificac&o estrutural mostrando que o microrganismo nao teve a
capacidade de realizar reacdes de biotransformacdo com essas substancias.

Os produtos da biotransformacdo foram vergados a testes bioldgicos,
estes entdo realizados junto as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus feacalis e Klebesia pneumoniae. Observando-se que para as
substancias S1 e S2 ndo foram observados resultados satisfatorios frente as
bactérias testadas.

Através dos resultados analisados é possivel contribuir de maneira
significativa para esse universo que ainda estd sendo conhecido aos poucos, que é
o estudo dos fungos endofiticos, mostrando mais uma vez de forma satisfatoria a
importancia de isolamento de microrganismos para a obtencdo de novas
substancias, e na utilizacdo de processos enziméaticos realizados por eles que sdo
cada vez mais importante na industria de maneira em geral e outras areas afins.

Tendo em vista a grande biodiversidade da regido amazénica e o grande
potencial destes endofiticos em reacfes de biotransformacédo, assim como a
necessidade de metodologias ecologicamente corretas e a aplicacao industrial deste
processo, espera-se que mais pesquisas sejam desenvolvidas nesta area do
conhecimento cientifico com o intuito de divulgar o potencial biocatalitico de células

integras de fungos.
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