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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo do potencial de biotransfomacdo do fungo
Glomerella cingulata associado como endofitico da espécie Virola surinamensis
frente a compostos aromaticos. O enddfito G. cingulata foi reativado em placas de
Petri pela de técnica de repiques. Partindo do fungo cultivado em placas,
preparou-se 0 meio para biotransformacdo; o extrato de malte. A reacdo de
biocatalise foi feita com quatro substratos em duplicata a 4-nitroacetofenona, (2E)
-1,3-difenil-prop-2-en-1-ona, 6-metoxi-7-hidroxicumarina e 9,10-antracenediona.
Os extratos foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC) e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 (RMN
de 'H) os resultados mostraram-se satisfatério para os substratos 4-
nitroacetofenona o que originou o alcool 4-nitrofeniletanol (S1) como produto e
(2E) - 1,3-difenil-prop-2en-1-ona formando a 1,3-difenil-propan-1-ona (S2). Foram
realizados ensaios biolégicos com as substancias isoladas S1 e S2 frente a
quatro bactérias, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis
e Klebsiella pneumoniae, mas apenas para Enterococcus faecali nas
concentracbes de 500 a 7, 8125 pg/mL houve atividade bactericida com a
substancia S2. Esses resultados mostraram a eficacia da utilizacdo de fungos
endofiticos em reacdes de biotransformacdo como biocatalisadores e de seus

produtos de biocatalise como agentes bioldgicos.

Palavras-chave: Glomerella cingulata. Virola surinamensis. fungo endofitico,

biotransformacéao, ensaio bioldgico.



ABSTRACT

This work describes the biotransformation potencial study of Glomerella cingulata
associated as endophytic from Virola surinamensis species through aromatic
compunds. The endophytic G. cingulata was reactivated on Petri dishes applying
ringing techniques. Strating from fungus cultivated on Petri dishes, we have prepared
the culture medium to biotransformation, it was malte extract. The biocatalysis
reaction has done with four substrates in duplicate, they are: 4-nitroacetophenone,
(2E)-1,3-diphenyl-prop-2-en-1-one, 6-methoxy-7-hydroxycoumarin e 9,10-
anthracenedione. These extracts were analysed by Thin Layer Chromatography
(TLC) and Nuclear Magnetic Ressonance Spectroscopy (H! NMR) where were
obtained satisfactory results for 4-nitroacetophenone substrates that gaverise to 4-
nitrophenylethanol (S1) alcohol as its product and (2E) -1,3-diphenyl-prop-2-en-1-one
providing another compound identified as 1,3-diphenyl-propan-1-one (S2). We have
carried out biologicalessays with isolated substances (S1) and (S2) through four
bacterias, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Klebsiella pneumoniae, but the rewash only bactericidal activity to Enterococcus
faecalis with concentration values varying from 500 to 7, 8125 upg/mL of
(S2)substance. These results demonstrated the effectiveness of the fungus utilization
in biotransformation reactions as biocatalyst and from its biocatalysis produtcs as

biological agentes.

KEYWORD: Glomerella cingulata, Virola surinamensis, Endophytic fungus,

Biotransformation, Biologicalessay.
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1. INTRODUCAO

Por sua extensa area de floresta o Brasil tem sido um grande percussor de
estudos na area de produtos naturais, tendo como principal objetivo a obtencéo de
novas substancias de interesse comercial. Detentor da maior floresta tropical do
mundo, pesquisadores de diversas partes do planeta tem cada vez mais interesse

em explorar a biodiversidade em busca dessas substancias (COSTA, 2009).

Pesquisas nessa area tém crescido ao longo dos anos e, a floresta
amazonica por sua grande biodiversidade pode possuir uma grande reserva de
espécies desconhecidas de flora. Nesse patamar podemos levar em consideragéo a
diversidade de microrganismos presentes nessas plantas e as infinitas substancias
por eles produzidas, por sua facilidade de manipulacdo os metabdlitos produzidos
por microrganismos, em especial fungos endofiticos, tém tido um recente

crescimento em pesquisas farmacoldgicas e biotecnolégicas (PASTORE, 2006).

Com estudos realizados em quimica de produtos naturais foi possivel
descobrir inUmeras substancias de atividades biolégicas, futuramente poderdo ser
utilizadas pela industria farmacéutica como medicamentos no tratamento de diversas
doencas como cancer, diabetes e até mesmo a AIDS. As plantas e os
microrganismos terrestres sdo 0s organismos que mais tém contribuido para a
obtencdo desse tipo de substancias, um exemplo desses compostos sdo as
substancias oriundas desses metabdlitos como a aspirina, morfina, paclitaxel,
penicilinas entre outras (COSTA, 2009).

Embora o avanco desses estudos quimicos e bioldégicos muita ainda ha de ser
feito, pois ainda existem espécies de plantas e microrganismos sem algum tipo de
estudo ou até mesmo classificacdo. Isso gera uma enorme expectativa por parte dos
pesquisadores na busca por novos compostos de estrutura bem diversificadas e de
classes variadas, que podem possuir atividades contra inUmeras enfermidades. Para
melhorar esse quadro, o estudo das espécies deve ser incentivado a fim de
aumentar o conhecimento das espécies e sobre 0s microrganismos associados a
elas como também pelos compostos a ambos associados, com intuito de explorar o

potencial em pesquisas voltadas a atividade biologica (SILVA, 2009).

Toda essa necessidade fez com que surgissem métodos no qual permitiu
agilizar a obtenc&do dessas novas moléculas, tornando de fundamental importancia

para o0 desenvolvimento das pesquisas. Nao é de hoje que se utilizam
8



biocatalisadores em rea¢gfes de quimica orgéanica, e isso tém se tornado uma
tendéncia mundial nos ultimos anos e diversa sdo as fontes enzimaticas para as

mesmas, como exemplo as plantas e os microrganismos (SHAW, 2003).

Essas reacdes enziméticas provenientes de microrganismos sdo conhecidas
como reacles de biotransfomacgdo ou biocatalise que sdo processos que consistem
na conversao quimica catalisada por enzimas sobre substratos naturais ou sintéticos
(SHAW, 2003). Os processos biocataliticos utilizando células integras ou enzimas
isoladas tém encontrado diversas aplicacdoes, especificamente nas industrias
quimicas, agroquimicas e farmacéutica (PINHEIRO, 2007; HUISMAN, 2002).



2. OBJETIVOS

2.1GERAL
Realizar um estudo do potencial de biotransformacdo do fungo endofitico

Glomerella cingulata isolado da planta amazonica Virola surinamensis, frente a

substratos organicos e realizar ensaio biologico com os produtos obtidos.

2.1.ESPECIFICOS

e Reativar o microrganismo;

e Cultivar o microrganismo em meio liquido;

e Realizar reacdes de biotransformacdes utilizando o microrganismo como
biocatalisador;

e Purificacdo do produto de biotransformacéo;

 Identificar a estrutura quimica das substancias obtidas utilizando métodos

fisicos usuais (Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio -1);

¢ Avaliar o potencial Antimicrobiano das substancias isoladas.

10



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.PRODUTOS NATURAIS

Os estudos cientificos envolvendo produtos naturais mostram uma grande
evolucdo em tecnologia, o que pode ocasionar uma reducdo na relagdo numero de
vegetais existentes/espécies estudadas. Dentre elas, destacam-se: técnicas de
isolamento, evolucdo em técnicas espectrométricas para a identificacéo estrutural de
moléculas, semisintese e biosintese e avalia¢do biologica. E relatado historicamente
o desenvolvimento da area de produtos naturais no Brasil através de trabalhos “Um
olhar holistico sobre a quimica de produtos naturais Brasileira” e “Produtos naturais:
atualidades, desafios e perspectivas” (PINTO et al.,2002; 2003).

As primeiras descricdbes sobre plantas medicinais feitas pelo homem
remontam as sagradas escrituras. Durante o periodo anterior a era crista que ficou
conhecida como civilizacdo grega, varios fildsofos podem ser destacados por suas
obras sobre produtos naturais. Dentre esses, sobressaem-se Hipdcrates,
considerado o pai da medicina moderna, que caracterizou por tomar a natureza
como guia na escolha dos remédios (Natura medicatrix) e Teofrasto, discipulo de
Aristételes, que escreveu varios livros sobre a histéria das plantas (VALLE, J. R.;
1978).

No final dos anos vinte e de toda a década de trinta se caracterizou pelo
grande numero de trabalhos sobre isolamentos e identificacdo de substancias da
natureza, principalmente de classe esteroidal. Tudo gracas principalmente aos
estudos de Wieland e Windaus e colaboradores (1903-1932), o principal
representante da classe, o colesterol, teve sua estrutura determinada. No entanto,
sua sintese so6 foi realizada por Robinson e Woodward em 1951. Seu trabalho foi
mais expressivo quando sintetizou os alcaldides: quinina (1945), estriquinina (1954)
e reserpina (1958), estruturas representadas pela figura 1, p. 12 (WOODWARD, R.
B. etal., 1951).

11



Figura 1. Estrutura de representantes dos alcaldides. Fonte: PINTO et al, 2002.
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Nos ultimos 15 anos, o progresso cientifico de pesquisas com Produtos
Naturais em todo o mundo, pode ser acompanhado por periédicos, como:
Phytochemistry; Journal of Natural Products; Natural Products Reports; Planta
Medica; Journalof Ethnopharmacology;Phytotherapy Research; bem como, pelo
surgimento de novos periédicos nacionais: Revista Brasileira de Farmacognosia,;
Revista Fitos, e o retorno do Journal of the Brazilian Chemical Societ e também da
revista Quimica Nova, dentre tantos outros. Sem mencionar o surgimento de novos
livros de andlise e de divulgacéo cientifica, mas todos séo de igual importancia para

o empreendimento de pesquisas de Produtos Naturais.
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3.2.A ESPECIE VIROLA SURINAMENSIS.

3.2.1. Classificacdo Taxonomica (CREMERS, 1994).

Quadro 1. Taxonomia da espécie vegetal Virola surinamensis.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Magnoliales
Familia: Myristicaceae
Género: Virola
Espécie: Virola surinamensis

3.2.2. Descricdo da Espécie.

A Virola surinamensis é vulgarmente conhecida no Brasil como, ucuuba,
uculba-da-varzea, ucuuba-branca, uculba-verdadeira, uculba-amarela, noz-
moscada, bicuiba e andiroba. E também conhecida nos paises sul-americanos como
guingumadou, guingumadou de montagne, yayamadou, baboen, bambien, cumala.
Na Espanha é chamada de muscade de Parg, cumala blanca, virola e cova longa
(RODRIGUES et al, 1972).

O nome ucuuba vem da lingua tupi, “uku” (gordura, graxa, sebo) e “uba”
(arvore, planta), na Amazonia para a maioria dessas espécies aplica-se o género
Virola que significa arvore que produz substancias gordurosas. A Virola é uma
espécie perenifdlica, seletiva higréfita que quando adulta pode chegar a 35m de
altura com 60 a 90 cm de didmetro (RIZZINI, 1978).

Enquadra-se no modelo Massart, sendo determinada por um tronco
monopodial, de onde saem os galhos, formando uma copa reduzida e pouco
ramificada. Sua casca tem cor castanho-amarelado com partes acinzentadas e
esbranquicadas, lisa e ligeiramente enrugada e estriada no sentido vertical do

tronco. Pode-se ser encontrada desde as Antilhas até o Brasil, passando por

13



Tobago. Venezuela e Bolivia, na Amazbnia brasileira ocorre no estuario do rio

Amazonas, onde € uma espécie majoritaria (RODRIGUES, 1972).

Essa espécie levantou interesse quando em 1971 Schultes e Holmsted
descreveram o uso da Virola pelos indios no preparo de uma bebida chamada “rapé”
um alucindgeno obtido da resina da casca do vegetal, também utilizada como
veneno em suas flechas de caca. Esse efeito alucindgeno foi atribuido a presenca

de alcal6ides inddlicos triptaminérgicos (LOPES et al. 1983).

Na medicina popular é utilizada como cicatrizante em infec¢des de pele; o cha
de suas folhas (figura 2, p. 14) é utilizado nas colicas e dispepsias, a infusdo das
folhas é usada internamente contra inflamacdes e febres. No Estado de Tocantins
existem relatos do uso da seiva da V. surinamenis, para o tratamento de cancer,
inflamacdes, infec¢des, gastrites e Ulceras, além do uso das cascas no tratamento
de aftas, hemorroidas e Glceras (PAIXAO e HIRUMA-LIMA, 2000).

Figura 2. Folhas de Virola surinamensis.
Fonte: Smithsonian Tropical Research Institute.
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Essa espécie levantou interesse quando em 1971 Schultes e Holmsted
descreveram o uso da Virola pelos indios no preparo de uma bebida chamada “rapé”
um alucinégeno obtido da resina da casca do vegetal, também utilizada como
veneno em suas flechas de caca. Esse efeito alucinégeno foi atribuido a presenca
de alcaldides inddlicos triptaminérgicos (LOPES et al. 1983).

Na medicina popular é utilizada como cicatrizante em infeccdes de pele; o cha
de suas folhas (figura 2, p. 14) é utilizado nas célicas e dispepsias, a infusdo das
folhas é usada internamente contra inflamacdes e febres. No Estado de Tocantins
existem relatos do uso da seiva da V. surinamenis, para o tratamento de cancer,
inflamacdes, infeccdes, gastrites e Ulceras, além do uso das cascas no tratamento
de aftas, hemorroidas e Ulceras (PAIXAO e HIRUMA-LIMA, 2000).

Diversos grupos de substancias como acidos graxos, alcaldides, flavondides,
lignoides, policetideos, taninos e terpenos foram isolados e identificados
principalmente das sementes, folhas e cascas de espécies de Virola. Dentre estas
substancias destacam-se as seguintes neolignanas: Grandisina, Epigrandisina,
Polisiforina, Virolina, Surinamensina e Veranguesina, figura 3 p. 15 (REZENDE;
KATO, 2002).

Figura 3. Substéncias isoladas da Virola surinamensis. Fonte: Rezende, 2002.
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3.3.FUNGO ENDOFITICO

Assim como as plantas sdo de grande importancia para o ser humano,
contribuindo para sua sobrevivéncia, os fungos devem ter o mesmo destaque em
estudos, pois sdo especificamente benéficos para os seres humanos, sendo usados
industrialmente na producdo de medicamentos, vitaminas, acidos organicos, bebidas

alcodlicas, e em outros produtos de interesse econémico (MURRAY et al, 1992).

Uma das maiores descobertas biotecnoldgicas até o presente momento foi a
da penicilina. Este metabdlito fuangico, obtido através do fungo deuteromiceto
Penicilium notatum, foi descoberto por Fleming em 1929, o que salvou a vida de

milhdes de pessoas portadoras de infeccdes bacterianas (CORREA, 2004).

Apesar da descoberta e da importancia dos fungos para os seres humanos,
apenas a partir de 1969 os fungos passaram a ser classificados como um reino a
parte, junto com os reinos, vegetal e animal denominado reino fungi, ficando dificil
definir os fungos tal sdo sua diversidade. Porém, possuem caracteristicas em
comum que os distingue dos outros seres vivos: nao sintetizam clorofila; necessitam
de material organico para viver, sendo sua nutricao feita por absorgcéo de nutrientes
devido a presenca de enzimas que sdo produzidas por eles e que degradam
produtos como, por exemplo, celulose e amido; ndo apresentam celulose em sua
parede celular, exceto em alguns fungos aquaticos; e ndo armazena amido como
substancia de reserva (PELCZAR et al, 1981).

De acordo com Araujo (2009), o reino dos fungos é um dos mais hnumerosos.
Estima-se que existam pelo menos um milh&o e quinhentos mil espécies de fungos
espalhados pelo mundo, sendo muito mais do que as espécies de vegetais e
animais, excluindo-se os insetos. E o mais incrivel, acrescenta, apenas cerca de
70.000 espécies de fungos foram até hoje descritas, ou seja, menos de 5% das
possivelmente existentes. Entdo, um futuro promissor ao se trabalhar com fungos é
esperado, pois, nestas espécies descritas, ja existem muitas de grande importancia,
como as que entram na fabricacdo de alimentos, incluindo bebidas, de &cidos
organicos, de farmacos e iniumeros outros produtos. Pode-se imaginar o que se
espera com a descoberta de novas espécies com distintas propriedades

potencialmente de valor biotecnoldgico.
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Segundo Redlin e Carris (1996) as interacdes entre fungos e plantas podem
ocorrer de forma benéfica, negativa ou neutra. A simbiose é a relacdo em que o0s
dois organismos sdo beneficiados, enquanto que a relacdo em que 0 organismo
invade de maneira adversa o habitat do outro, denomina-se antagonismo. Os
fungos, entre o0s microrganismos, considerados o segundo maior grupo de
organismos no mundo apds 0s insetos, S40 0S Qque Se encontram mais

freqientemente associados as plantas (PINTO et al, 2002).

Fungos endofiticos representam um importante e quantificavel componente
da biodiversidade fangica e também sdo conhecidos por influenciar a estrutura e a
diversidade das comunidades de plantas hospedeiras. Os microrganismos
endofiticos mais frequentemente isolados sdo sem duvida, os fungos, indicando que
a maior parte das plantas conhecidas nao foi ainda totalmente estudada em relacéo
a condicdo de hospedeiro para fungos desse tipo (GONTHIER et al, 2006; KRINGS
et al, 2007; SANDERS ,2004;).

Para Arnold (2000) os fungos endofiticos tém atraido especial atencdo nas
Ultimas décadas por muitas razbes, mas, em especial, por duas principais: a
primeira: sdo isolados de praticamente todas as plantas estudadas com grande
diversidade. Existem relatos de endoéfitos sendo isolados de plantas crescendo em
diferentes ambientes como pastagens, florestas tropicais, manguezais e &areas
agricultaveis; a segunda: fungos endofiticos possuem interacdo mutualistica com a
planta hospedeira, que proporcionam nutrientes e protecdo para o fungo e recebe
em troca compostos quimicos, tais como enzimas, alcaldides e antibioticos, que
resultam em beneficios para a protecdo da planta hospedeira (ARAUJO; AZEVEDO,
2007).

Essa associacao mutualistica com fungos endofiticos, sintetizando compostos
que protegem as plantas de insetos e mamiferos herbivoros via sintese de
alcalbides tbéxicos, esta bem estabelecida e tem sido objeto de numerosos estudos
(BREEN, 1994; BUSH et. al, 1997; CLAY, 1988).
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3.4.Espécie Glomerella cingulata

3.4.1. Classificacdo Taxonodmica (Base de dados global da OEPP)

Quadro 2. Taxonomia da espécie fungica Glomerella cingulata.

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Classe: Sordariomycetes
Ordem: Phyllachorales
Familia: Glomerellaceae
Género: Glomerella
Espécie: Glomerella cingulata

Em sua fase assexuada o fungo é classificado na classe dos Ascomicetos e
na ordem Diaportales, foi denominado inicialmente como Glomerella
lindemuthianum. E mais recentemente foi substituido pelo nome de Glomerella
cingulata por Spauding & V. Scherenk. Nessa fase o fungo produz o corpo de
frutificacdo mais ou menos arredondado, o canal do peritécio é forrado por parafises
hialinas e filiformes. A parede do peritécio € inicialmente hialina e, a medida que
envelhece, torna-se enegrecida a partir do apice (BAILEY et al, 1992; ROCA et al,

2003).

O microrganismo apresenta micélio septado ramificado e sua coloracéo varia
a medida que envelhece, muda de hialina a quase negra. Pertencente a classe dos
conidios sdo pluricelulares, de alongados a cilindricos, eretos, sem ramificacao e
medem por volta de 40 a 60 um de comprimento. Geralmente apresentam em sua
area central uma regido clara semelhante a um vacuolo, ao se germinar pode emitir
de um a quatro tubos germinativos sendo mais requentes dois, 0s quais formam

apressorios em seus apices para penetracdo do hospedeiro (CHAVES, 1980).
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Essa espécie tem como caracteristica a ocorréncia patogénica na forma da
antracnose (figura 4, p. 19), doenca que é caracterizada pelo aparecimento de
pontos encovados de varias cores em folhas, necrose nas nervuras, caules, frutos
ou flores, muitas vezes ocasionando ressecamento e a morte dos tecidos. A
infeccdo € mais frequente nas regides de clima quente e umido, sendo responsavel

por importantes perdas econdémicas em diversas culturas (SARTORATO, 1988).

Os sintomas da antracnose aparecem em todos 0s 0rgaos aéreos da planta e
raramente nas raizes. O hipocotilo das plantulas é infectado geralmente por esporos,
provenientes dos cotilédones, trazidos pela lavagem das chuvas. As lesbes
formadas no hipocoétilo iniciam-se por pequenas manchas escuras que gradualmente
se estendem por quase toda a planta, atingindo tamanhos consideraveis.
Posteriormente, estas lesbes tornam-se deprimidas e de coloracdo marrom-escuro
(VIEIRA, 1983).

Figura 4. Glomerella cingulata em placa de Petri (a esquerda) e na forma de antracnose (a direita).

Existem poucos trabalhos na literatura referentes ao estudo da biomassa do
fungo Glomerella cingulata, onde algumas substancias isoladas séao relatadas como
a Nectriapirona, o Tirosol, o Ergosterol, o Dulcitol, o peroxido de Ergosterol e a
Fusaperasina B, figura 5 p. 20 (GUIMARAES, 2006).
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Figura 5. Substancias produzidas pelo fungo Glomerella cingulata. Fonte: Guimarées, 2006.
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3.5.BIOCATALISE

Shaw (2003) conceituou as biocatalises ou biotransformacfes como sendo
conversdes quimicas catalisadas por enzimas sobre substratos naturais ou
sintéticos. Os processos biocataliticos utilizando células integras ou enzimas
isoladas tém encontrado diversas aplicacdes, especificamente nas industrias
guimicas, agroquimicas e farmacéutica (HUISMAN, 2002; PINHEIRO, 2007).

As reacfes quimio-enzimaticas apresentam a vantagem de serem mais régio-
, quimio- e esterosseletivas em relagdo a reagdes quimicas convencionais, podendo
ser efetuadas sob condi¢cbes brandas, ndo exigindo altas temperaturas, acidos ou
bases fortes e metais como em reacdes realizadas sob catalise convencional. Essas
caracteristicas tornam a biocatalise uma alternativa sintética viavel dentro dos
principios da quimica verde, diminuindo o uso de solventes e geracdo de sub-

produtos téxicos ao homem e ao meio ambiente (HANSON. 1997).

A seletividade apresentada pelos catalisadores naturais (quimiosseletividade,
enantiosseletividade, regiosseletividade), o amplo espectro de substancias quimicas
que sdo aceitas para as rea¢des como substratos, o custo, as condicdes amenas e
ecologicamente corretas, conferem aos mesmos algumas caracteristicas

fundamentais para sua utilizagdo (FABER, 2004).

Sua eficiéncia em realizar diversas reacfes quimicas, até as mais dificeis de
serem obtidas pelos métodos tradicionais, como a modificacdo de grupos pouco
ativados e a introducdo de fungbes organicas (figura 6 p. 22), principalmente
hidroxilagGes em carbono sp® remotos a fungdes pré-existentes, tem sido o grande

atrativo para sua aplicacdo em sinteses quimicas multi-etapas (SILVA, 2009).

A utilizacdo de biocatalisadores em reacdes de quimica organica tém se
tornado uma tendéncia mundial nos ultimos anos e diversa sdo as fontes
enzimaticas, como plantas e micro-organismos. Dentre as técnicas empregadas em
sintese orgéanica, a utilizagdo dos micro-organismos isolados de plantas, os
chamados micro-organismos endofiticos, se destacam como uma das principais
fontes para a obtencao do produto desejado (PINEDO-RIVILLA et al, 2009).

Entre os microrganismos (fungos e bactérias) os fungos sdo os mais usados,
pois apresentam as seguintes vantagens: ciclo de vida curto; possuem um sistema
enzimatico rico e de facil manipulacdo, e sdo mais acessiveis para se trabalhar. O
estudo das reacdes de biotransformacao estabelece uma ponte entre a quimica e a
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bioguimica, podendo ser mais bem definida como: “o uso de sistemas bioldgicos
capazes de promover mudancas quimicas em compostos organicos que nao sejam
seus substratos naturais” (ALEU, 2001).

Estudos podem ser feitos sobre em cima do metabolismo dos fungos pra a
obtencao de informacdes sobre as enzimas essenciais para determinados processos
que se pretende desenvolver. Um estudo do metabolismo microbiano de
oligossacarideo propiciou o isolamento e identificacdo de varias glicosidases, além
de enzimas envolvidas em reacdes de transglicosilacdo as quais podem ser usadas
na sintese de glicopeptideos, o que demonstrou que o estudo de biotransformacdes
pode ser usado para isolar enzimas de determinados grupos (YAMAMOTO, 2012).

Figura 6. Exemplos de substancias produzidas por biotransformacao.
Fonte: (FABER, 1997; NANKAI & MIYAZAWA, 1997)
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3.6. 4-NITROACETOFENONA

Pode ser obtida através de uma reacdo de nitracdo da acetofenona. A 4-
nitroacetofenona (figura 7 p. 23 pode ser obtida por inimeros métodos, na industria
€ subproduto da oxidacdo do etilbenzeno. Algumas resinas de interesse comercial
podem ser produzidas pela acdo do formaldeido e uma base sobre a acetofenona.
Compostos aromaticos sdo matérias-prima para sintese de produtos farmacéuticos e
para compor fragrancias que se assemelham com améndoas, cereja, madressilva,
jasmim e o morango (BURDOCK, 2005).

Por volta do século XIX e inicios do XX a acetofenona teve uso terapéutico.
Era vendida com o nome de hipnético e antivulsivante e com nome comercial de
Hipnona, seus efeitos sedativos eram superiores aos do hirato de cloral e do
paraleido, dois sedativos utilizados na época. Esse composto pode ser encontrado
naturalmente em varias frutas, como a maca, o damasco e a banana (NORMAN,
1889).

Figura 7. Estrutura da 4-nitroacetofenona.

O
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3.7. CHALCONA

As chalconas sédo quimicamente conhecidas como cetonas aromaticas a,3-
insaturadas (figura 8, p. 24), fazendo parte de uma classe de compostos
amplamente distribuidos na natureza e que por muitas vezes estdo relacionados
com a pigmentacéo das plantas. Chalconas de origem natural tem atraido a atengéo
de quimicos organicos e medicinais, devido a sua ampla diversividade atividade
biologica (FUNAKOSHI-TAGO et al, 2009).
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Em 2013 foi relatado por Ramalho e seus colaboradores o efeito citotdxico de
chalconas sintéticas frente a varias linhagens de células tumorais. No mesmo
periodo sintetizaram uma série de compostos da benzalacetofenona que
apresentaram propriedades anticancerigenas e antiinflamatérias que podem estar
relacionadas com sua atividade antioxidante direta ou os seus efeitos estimulantes

sobre as enzimas de defesa endogenas (MAYDT et al., 2013).

Figura 8. Chalcona C ((2E) - 1,3-difenil-prop-2-em-1-ona).

3.8. ESCOPOLETINA

A escopoletina (6-metoxi-7-hidroxicumarina), (figura 9, p. 25) € um composto
ativo farmacologicamente. Apresenta acao antiinflamatoria, podendo ser isolada de
varias espécies vegetais. Seu mecanismo de acéo € diretamente ligado a citocinas
gue regulam a cascata sinal de inflamacédo, podendo ser uma excelente opcéo para

o tratamento de inflamacdes crénicas (MOON, 2007).

Possui também acdo espamolitica e seu mecanismo € em partes, atribuido a
capacidade de inibir a mobilizacdo de calcio nos tecidos sensiveis a norepinefrina.
Kim (2005) realizou um estudo que mostrou a escopoletina como uma alternativa
para o tratamento de tumores, devido a sua habilidade para induzir apoptose em

células leucémicas (KIM, 2005).
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Figura 9. Escopoletina (6-metoxi-7-hidroxicumarina).
~

20 OH

3.9. ANTRAQUINONA

A antraquinona (9,10-antracenediona), (figuralO, p. 25) é um composto que
foi obtido pela primeira vez em 1987 através da hidrdlise do antraceno e, atualmente
pode ser produzido pela condensacdo do anidrido ftalico com o benzeno. E um
sélido sublimavel, em sua nitragdo ou sufonacgdo fornecem intermediarios utilizados
em corantes (BACH e FIEHN, 1972).

O sal do sulfonato de antraquinona pode estabilizar a celulose em meio alcali
aguecido, diminuindo assim a acdo das reacdes ndo apenas incrementando o
rendimento, mas protegendo a celulose da degradacdo. Pode também ser utilizada
industria do papel auxiliando no ataque a lignina em polpacbes Kraft (GOMIDE,
1980)

Figura 10. Antraquinona (9,10-antracenediona).

O
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4. DESENVOLVIMENTO
4.1. MATERIAIS
4.1.1. Equipamentos

o Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear: VARIAN modelo
MERCURY - 300 (300 MHz para RMN *H e 75 MHz para RMN 3C);

o Céamara de analise de fluorescéncia por luz ultravioleta: Cabine tipo
SPECTROLINE modelo CM — 10. Luz tipo SPECTROLINE modelo ENF — 260C;
o Balanca Analitica: SHIMADZU;

. Autoclave vertical: Modelo Au PHOENIX;

. Capela de fluxo laminar: Modelo PA 320 PACHANE;

o Agitador Orbital tipo Shaker: MARCONI.

4.1.2. Solventes

. Acetato de Etila (ISOFAR);
. Hexano (DINAMICA);

. Metanol (DINAMICA);

. DMSO (DINAMICA).

4.1.3. Substratos

. 4-nitroacetofenona (SIGMA);

o (2E) - 1,3-difenil-prop-2-en-1-ona;
. Escopoletina;

. Antraquinona.

4.1.4. Meios de cultivo utilizados

. B.D.A (Batata, glicose e Agar);
. Extrato de Malte (Batata inglesa, glicose e leverdura);
. B.H.I (Infuso Cérebro Coracao);

. AGAR B.H.I (BHI e Agar).

26



4.1.5. Técnicas cromatograficas utilizadas

o Cromatografia em Camada Delgada (CCD); Cromatoplacas de silica gel
60 HF254 espessura 0,2 mm em suporte de Aluminio (MERCK);

o Coluna Cromatogréafica em silica gel.

4.1.6. Solventes deuterados utilizados na andlise de rmn de 'H

o Cloroformio-D (Cambridge Isotope Laboratories);

4.1.7. Material utilizado no ensaio antimicrobiano

. Placa de Elisa 96 pocos (KASVI);
. TTC (Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdico) (NEON);

. Cloridrato de ciprofloxacino (Medley®).

4.1.8. Microrganismos

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 suspensédo e
armazenamento preconizada por aquele instituto. As cepas foram armazenadas no
laboratorio 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 Prof? Dr. Marilene Nunes

Oliveira, docente da Unifesspa.
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4.2.METODOS

Fragmentos do fungo foram reativados de vidro de penicilina da micoteca da
UFPA e repicados de forma asséptica em placa de Petri, utilizando como meio de
cultivo o BDA semi-solido (batata, dextrose e agar), onde para o preparo do meio
foram utilizados 20 g de batata, 2 g de glicose e 2 g de Agar para 100 mL de 4gua
destilada. A solucao foi esterilizada em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Cerca de 20 mL da solucado foi distribuida para cada placa de Petri e foi
deixada em repouso a temperatura ambiente para que o meio ficasse semi-sdlido.
Em seguida foi inoculado, em capela de fluxo laminar, um micélio para cada placa e
foram levadas ao BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 27°C, onde permaneceram
por sete dias para o seu desenvolvimento, para serem inoculados no meio de cultura

liquida, nas reacdes de biotransformacoes.

O fungo endofitico Glomerella cingulata reativado foi armazenado em triplicata

conforme a metodologia descrita na literatura (CASTELLANI, 1939).

4.2.1. Preparacdo do meio reacional para biotransformacao

Ja4 com o fungo devidamente reativado, preparou-se o meio liquido para o
inicio da biocatalise. Para reacdo de biotransformacéo foi utilizado como meio de
cultivo extrato de malte. Foram preparados 500 mL de meio solubilizando em balédo
de fundo chato com &gua destilada, 10 g de d-glicose anidra, 100 g de batata
inglesa, adicionando-se extrato de leverdura a 2%(v/v). O meio foi transferido para

frascos de Erlenmeyer e esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121°C.

4.2.2. Adicao do fungo endofitico e dos substratos ao meio reacional

Foram preparados 5 frascos de Erlenmeyer de 250 mL, em seguida foi
adicionado 3 pellets do fungo com 150 mg do substrato solubilizado, ficando quatro
para controle, onde em dois deles foram adicionados ao meio de cultura o fungo e
0 substrato, em outro foi adicionado no meio de cultura somente o fungo, e por fim
um frasco permaneceu apenas com o0 meio de cultura. Todos os frascos com 0s

sistemas reacionais e 0os de controle foram colocados a mesa agitadora orbital,
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permanecendo sob agitacdo por dez dias. Esse procedimento foi feito para cada

substrato.

4.2.3. Obtencéao dos extratos

Apbs o periodo de agitacdo, os meios reacionais foram filtrados. O filtrado foi
submetido & particao liquido-liquido com acetato de etila na propor¢éo de 1:1. A fase
acetato de etila resultante foi adicionado sulfato de sodio anidro (NazSo4), e
concentrado em evaporador rotativo, obtendo-se o0 extrato acetato de etila. Ao
micélio foi adicionando metanol, ficando em repouso durante 3 a 4 horas resultando

em extrato metandlico. A figura 11 descreve o procedimento utilizado.

Figura 11. Fluxograma geral do procedimento de reacdo de biotransformacéo realizado.
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I ]
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Biomassa Metandlico Aquosa AcQOEt
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4.2.4. Fracionamento do extrato

O extrato Metandlico e AcOEt obtidos foram unidos em um Unico extrato e em
seguida foram fracionados por cromatografia em coluna com via umida (CCVU) em
gel de silica, e analisados por cromatografia em camada delgada comparativa
utilizando o sistema H/A 30 % e submetidos a Ressonancia Magnética Nuclear de
H1,

Para a purificacdo do produto da chalcona foi utilizada a técnica de
recristalizacdo, assim foi obtido o produto 1,3-difenil-propan-1-ona. Enquanto que
para a purificagdo do produto da 4-nitroacetofenona foi realizado o fracionamento
em coluna de silica gel em ordem crescente de polaridade, o produto da 4-
nitroacetofenona foi isolado na fracdo H/A 30%, sendo obtido o produto 4-nitro-1-

feniletanol como pode ser observado o fluxograma (figura 12).

Figura 12. Fluxograma do processo de fracionamento dos extratos da biotranformacéo da 4-nitroacetofenona.
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4.2.5. Ensaio biologico
4.2.5.1. Teste antimicrobiano
4.2.5.2. Preparo do meio de cultivo BHI (Infuso Cérebro Coracéao)

Para 300 mL de meio séo utilizados 11,1 g de meio de cultura BHI.

4.2.6. Preparo do meio de cultivo Agar BHI (Infuso Cérebro Coracéo)

Foram utilizados 13,5 g de Agar bacteriolégico em 300 mL de caldo BHI. Apés
essas dissolugbes todos os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.
4.2.7. Ativacao das bactérias

As bactérias testadas nos ensaios foram ativadas em placa de Petri de 9 cm
de didmetro, contendo Agar BHI, por um periodo de 24 h. ApGs esse periodo foram
transferidas, com auxilio de uma haste bacterioldgica estéril, aproximadamente trés
colonias 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%2 UFC. Apds atingir essa
concentragdo realizaram-se diluicées até alcancar a concentracdo de 1,0x10* UFC.

4.2.8. Padronizacao das culturas

Primeiramente preparou-se uma solucdo de sulfato de béario numa
concentracédo referente a 1,0x108 UFC/mL. Para se obter essa concentracédo foi
necessario fazer uma mistura das solugbes de H2SO4 1% (9,95 mL) e BaCl2 1%
(0,05 mL). Feito isso se comparou o grau de turvagao do tubo de ensaio contendo a
bactéria com o padrdo sulfato de bario. Com essa padroniza¢do o tubo contendo a

bactéria apresentara uma concentracdo aproximadamente de 1,0x108 UFC.
4.2.9. Preparo das amostras

Para os extratos e as substancias foi utilizado de massa 1 mg a serem
testadas, dissolveu-se em 100 yL de DMSO, contidos em um tubo de Eppendorf e
agitou-se (Vortex) para homogeneizar a solu¢gdo. Em seguida foram adicionados 900

ML de caldo BHI esterilizado e agitou-se novamente a solucgéo.
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4.2.10. 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 uL e dilui-se em 995 uL de
caldo BHI, contido em um tubo de Eppendorf. Obteve-se assim uma concentracao
de 5 yL/mL.

4.2.11. Ensaio para medir a CIM (Concentracao Inibitoria Minima)

Nas placas de Elisa de 96 furos foram adicionados 100 uL de caldo BHI em
cada cavidade. Em seguida acrescentou-se na primeira cavidade de cada coluna
100 yL da solugdo contendo a amostra a ser testada e homogeneizou-se essa
solucdo. Apos isso foram realizadas sucessivas diluicdes, retirando-se 100 pL da
primeira cavidade (cavidade A) transferindo esse volume para a proxima (cavidade
B), homogeneizando, esse procedimento € repetido até a penultima cavidade da
placa de Eliza, de onde sao retirados 100 uL e descartados. A ultima linha da placa
€ usada como um controle do meio usado ndo acrescentando nessa a amostra a ser
testada. Por fim em cada cavidade adicionou-se 5 uL da suspensao bacteriana e
incubou-se as placas a 37 °C por 24 h. A leitura dos resultados foi feita com TTC

(cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazdlico).
4.2.12. Tipo de atividade

Nas cavidades onde ndo apresentou coloracdo vermelha, os extratos foram
novamente inoculados em placa de Petri contendo meio de cultura Agar BHI e
incubadas a 37 °C por 24 h. Onde houve impedimento do crescimento da bactéria,
indica que o extrato ou substancia possui efeito bacteriostatico a essa concentracéo
e onde a bactéria ndo apresentou crescimento, indica que o extrato ou substancia

possui efeito bactericida.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo apresentados o0s resultados obtidos das reacdes de
biotransformacdo do fungo endofitifico frente aos substratos organicos 4-
nitroacetofenona, (2E) - 1,3-difenil-prop-2-en-1-ona, escopoletina e antraquinona,
assim como as discussdes acerca dos ensaios biolégocos com os produtos obtidos.

5.1.REACOES DE BIOTRANSFORMAGAO.

5.1.2. Estrutura dos substratos

As estruturas dos substratos utilizados no processo de biotransformacdo séo

representadas pela figura 13.

0
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4-Nitroacetofenona (2E)-1,3-difenil-prop-2-en-1-ona

HBCOm
HO o o O
Escopoletina Antraquinona

Figura 13. Estrutura dos substratos utilizados nas reac¢des de biotransformacéo.
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5.1.3. Reacéo de Biotransformacao com 4-Nitroacetofenona.

Para a andlise da reacdo de biocatdlise utilizou-se o espectro de RMN'H do
substrato (figura 15, p. 35) em comparagdo com o espectro de RMNH do extrato
reacional (figura 16, p. 35), onde foi observado a formagcdo de um produto. No
espectro do produto € observado um sinal quarteto na regido 6H 5,00 (1H, q, J=6,6
Hz) referente ao hidrogénio oximetinico, uma sinal dupleto em &H 1,52 (3H, d, J=6,6
Hz) referente aos hidrogénios metilicos. Esses sinais confirmam a alteracdo do
substrato e a forma¢do de um novo produto, o alcool 4-nitro-1-feniletanol (S1), para

esse houve uma reducgéo da carbonila para a formagéo do produto final.

Figura 14. Reduc¢édo do substrato e formacédo de S1.

0] OH

CHs G. cingulata CHj
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Figura 15: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) do substrato.
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5.1.4. Reacéo de Biotransformacao com a (2E)-1,3-difenil-prop-2-en-1-ona.

Para a andlise desta reacdo foram utilizados o espectro de RMN 1H do
substrato (figura 18, p. 37) e o espectro do produto formado (figura 19, p. 37), no
espectro do reacional foi observado a presenca de dois sinais tripletos na regiao de
aproximadamente én 3,35 (t, Hz, 2H-a) e em én 3,10 (t, 2H-B) referentes aos
hidrogénios metilénicos a-B-carbonilados. O aparecimento desses sinais confirma a
biotransformacdo do substrato para a 1,3-difenil-propan-1-ona (S2), a figura 17

representa essa reacao.

Figura 17. Reacao de reducéo do substrato e formacéo de S2.
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Figura 18: Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do substrato.
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5.1.5. Reacéo de Biotransformag¢ao com Escopoletina.

Apés analises dos espectros obtidos foi observado que ndo houve alteracéo

na estrutura do substrato escopoletina. A figura 20 descreve o mencionado.

Figura 20: Reacdo com o substrato escopoletina (6-metoxi-7-hidroxicumarina).

O, ke

07 N0 OH

5.1.6. Reacéo de Biotransformagcao com Antraquinona.

Com base nos espectros obtidos foi observado que a estrutura da

antraquinona nao sofreu alteracao. Abaixo a figura 21 descreve o mencionado.

Figura 21: Reag&o com o substrato antraquinona (9,10-antracenediona).

o)
O v

Para os substratos Escopoletina e Antraquinona foram realizadas analises por

CCD e por rmn H, através dos resultados observados foi constatado que ndo houve

alteracdes no substrato, pois 0s sinais de hidrogénio nos espectros permaneceram

iguais para 0s meios reacionais utilizados.
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5.2. ENSAIO ANTIMICROBIANO

5.2.2. Analise dos resultados do ensaio biolégico com o produto das

biotransformacdes.

Em relacdo aos produtos das biotransformacdes, apenas a substancia S2
mostrou atividade bioldgica frente a bactéria E. faecalis, nas concentracfes de 500 a
7,8125 pg/mL (Quadro 3), nas quais apresentaram atividade bactericida. Para as

outras bactérias para as mesmas concentracdes ndo houve atividade bioldgica.

Quadro 3: Resultado Ensaio Antimicrobiano frente a bactéria Enterococcus faecalis.

[ug/mL] S1 S2
500 + =
250 + =
125 + =
62,5 + =

31,25 + =
15,625 + =
7,8125 + =
Branco + +

Nota: (+) Sem atividade; (-) Bacteriostatico; (=) Bactericida.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho realizou um estudo do potencial biocatalitico do fungo endofitico
Glomerella cingulata isolado da espécie vegetal Virola surinamensis frente a
substratos organicos. Onde os ensaios biocataliticos comprovaram um resultado
positivo da reacdo de reducdo de uma cetona aromatica, a 4-nitroacetofenona, em
um alcool aromético o 4-nitro-1-feniletanol (S1) e na reducdo da (2E)-1,3-difenil-
prop-2-en-1-ona em 1,3-difenil-propan-1-ona (S2), demonstrando que o fungo

endofitico é eficiente na reducdo da dupla ligacdo de sistema carbonilico a,p-

insaturados e na reducao da carbonila para producao de um alcool.

Os ensaios biologicos foram realizados com o0s compostos 4-nitro-1-
feniletanol (S1) e 1,3-difenil-propan-1-ona (S2) frente as bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae em
concentragfes de 500 a 7, 8125 pg/mL. Onde a cetona aromética 1,3-difenil-propan-
1-ona apresentou atividade bactericida contra a bactéria Enterococcus faecalis nas
referidas concentragdes, para as demais ndo houve atividade bioldgica tanto com S1

guanto com o S2.

O fungo Glomerella cingulata mostrou-se um biocatalizador eficiente na
reducado de dois dos quatro substratos utilizados. Na reducéo da chalcona (2E) - 1,3-
difenil-prop-2-en-1-ona seus extratos tiveram acgéo bactericida frente a E. faecalis

demonstrando um potencial farmacolégico de seus extratos de biotransformacao.
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