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RESUMO

A biotransformacéo é uma ferramenta eficaz para modificar as estruturas naturais e produzir
bioativos de interesse industrial. Muitos microrganismos tém sido utilizados em processos de
biotransformacdo de produtos naturais, originando metabolitos ja conhecidos ou novos,
inclusive com o uso de fungos endofiticos. Nesse aspecto, foi proposto obter derivados
bioativos de quercetina por meio de biotransformacédo realizada por Penicillium sp. A partir
de amostras preservadas de Penicillium sp. Realizou-se biotransformacéo de quercetina em
diferentes meios e condigdes. Foi adicionada a quercetina em cada amostra com
microrganismo (exceto nos controles negativos), contendo meio mineral, tampédo pH 7,5 e
agua. Apos a biotransformacdo essas amostras foram submetidas as analises espectométricas
em HPLC MS-DAD e RMN 1D e 2D. Foram realizados ensaios para detec¢éo de atividade
anti-inflamatoria, antiglicacdo, antimicrobiana e avaliacdo da citotoxicidade. Foi observada a
biotransformacdo da quercetina no meio mineral, apds dois dias de inducdo da molécula, nas
amostras MBt e MicMBt, quando submetidas aos parametros ideais de pH 7,5; tempo e
temperatura de agitacdo de 24h a 48h apds adicdo de quercetina em 28 °C e 120 rpm;
concentracdo do substrato quercetina de 100 mg/100 mL; nivel de acucar no meio de cultivo
reduzido em 1/4; nivel de quantidade de células nos meios (18x10%/mL) e cultivo a partir de
suspensdo de conideos. Nos ensaios para teste antimicrobiano, as amostras apresentaram
baixa atividade inibitoria com halo de 6mm a 12 mm em bactérias gram-positivas e 8 mm em
gram-negativas na concentracdo 5mg/mL. No ensaio antiglicante as duas fragfes contendo
substancia majoritaria identificadas apresentaram alto indice de inibicdo na via da frutose,
sendo os valores de ICsq para MicMBt 11,00 + 0,75 e para MBt 17,17 + 0,51 pug/mL, quando
comparadas ao padrdo aminoguanidina (28,60£1,35 pg/mL). Para atividade anti-inflamatoria
as fracBes apresentaram-se como inibidores da ativacdo de macréfagos, quando monitorados
por producdo de 6xido nitrico. Quanto a citotoxicidade, as fracBes apresentaram baixa
toxicidade até a concentracdo de 50 pg/mL. A biotransformagdo da quercetina por
Penicillium sp (392) produziu como compostos majoritarios o éster 3,4-di-hidroxibenzoato
de metila e a substancia 2-((3,4-di-hidroxibenzoil)oxi)-4,6-di-hidroxi acido benzoico,
identificadas como moléculas majoritarias, as quais foram responsaveis pelas atividades
antiglicantes e anti-inflamatorias em modelos in vitro. O presente trabalho foi pioneiro no
estudo de biotransformacao de flavondides por fungos endofiticos da Regido Amazdnica, cuja
perspectiva principal é produzir derivados que sejam potencialmente ativos em modelos
biologicos.

Palavras-chave: bioconversdo, fungo endofitico, antiglicante, anti-inflamatério, compostos
fenolicos, Amazonia.



ABSTRACT

Biotransformation is an effective tool for modifying natural structures and producing
bioactive products of industrial interest. Many microorganisms have been used in processes of
biotransformation of natural products, originating metabolites already known or new,
including with the use of endophytic fungi. In this regard, it was proposed to obtain bioactive
derivatives of quercetin through biotransformation performed by Penicillium sp. From
preserved samples of Penicillium sp. Biotransformation of quercetin was carried out in
different media and conditions. Quercetin was added to each sample with a microorganism
(except in the negative controls), containing mineral medium, buffer pH 7.5 and water. After
biotransformation, these samples were submitted to spectrophotometric analyzes in HPLC
MS-DAD and 1D and 2D NMR. Tests were performed to detect anti-inflammatory, anti-
glycation, antimicrobial activity and evaluation of cytotoxicity. The biotransformation of
quercetin in the mineral medium was observed after two days of induction of the molecule, in
the MBt and MicMBt samples, when submitted to the ideal parameters of pH 7.5; stirring
time and temperature from 24h to 48h after adding quercetin at 28 °C and 120 rpm;
concentration of quercetin substrate of 100 mg/100 ml; sugar level in the culture medium
reduced by 1/4; level of quantity of cells in the media (18x108/ml) and cultivation from
conidia suspension. In the tests for antimicrobial testing, the samples showed low inhibitory
activity with a halo of 6 mm to 12 mm in gram-positive bacteria and 8 mm in gram-negative
bacteria at a concentration of 5 mg/ml. The anti-glycation assay, the two fractions containing
the major substance identified had a high rate of inhibition in the fructose pathway, with 1C50
values for MicMBt 11.00+0.75 and for MBt 17.17 + 0.51 pg/ml, when compared to the
aminoguanidine standard (28.60£1.35 pug/ml). In anti-inflammatory activity, fractions were
shown to inhibit macrophage activation when monitored for nitric oxide production.
Regarding the cytotoxicity, the fractions showed low toxicity up to a concentration of 50
pug/ml. The biotransformation of quercetin by Penicillium sp (392) produced as major
compounds the methyl 3,4-dihydroxybenzoate ester and the substance 2 - ((3,4-
dihydroxybenzoyl)oxy)-4,6-dihydroxy benzoic acid, identified as major molecules, which
were responsible for anti-glycant and anti-inflammatory activities in vitro models. The present
work was a pioneer in the study of biotransformation of flavonoids by endophytic fungi from
the Amazon Region, whose main perspective is to produce derivatives that are potentially
active in biological models.

Key-words: bioconvesion, endophytic fungus, anti-glycante, anti-inflammatory, phenolic
compounds, Amazonia.
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INTRODUCAO

Biotransformacdes sdo reacfes quimicas realizadas por um agente bioldgico, onde
ocorre a conversdo de um substrato, sendo esta, na maioria das vezes uma substancia
organica, em um ou mais produtos (DEMIRJIAN; SHAH; MORIS-VARAS, 1999). Para
Alfarra e Omar (2013), biotransformacdo ¢ uma combinacdo de reacBes bioquimicas para
transformar as estruturas dos compostos organicos ou sintéticos, utilizando microrganismos

e/ou suas enzimas isoladas, desenvolvendo a quimiodiversidade.

Estratégias biotecnoldgicas para a producdo de flavondides tém atraido um interesse
consideravel porque permitem produzir novos flavondides que ndo existem na natureza. A
biotransformacdo é uma estratégia com grande potencial para produzir novos flavondides
bioativos (BARTMANSKA et al., 2013). Abordagens bioldgicas disponiveis para a produgéo
de flavonodides bioativos incluem biotransformacdo microbioldgica, engenharia enzimatica e
engenharia metabdlica (HOSODA et al, 2013; LUDWIG-MULLER et al, 2014; XIAO et al.,
2014). E significativo usar microrganismos para efetuar reacdes na sintese assimétrica de

flavondides bioativos (SHIMODA et al., 2010).

A biotransformacéo é uma abordagem satisfatoria para modificar as estruturas naturais
e produzir bioativos de flavonoides e de outras classes de substancias. A aplicacdo de
microrganismos para a biotransformacdo de chalconas, por exemplo, pode formar muitos
novos flavonoides, por meio de ciclizagdo, hidroxilacdo, reducdo, metilacdo e reagdes de
desidrogenacdo. Cepas de Cunninghamella, Penicillium e Aspergillus sdo muito populares
para converter flavonoides e eles podem executar muitas reacgdes, tais como hidroxilagéo,
desidroxilacdo, O-metilacdo, O-desmetilacdo, glicosilacdo, desglicosilacdo, desidrogenacéo,

hidrogenacdo, ciclizagdo e reducdo (CAO et al., 2015).

Os microrganismos sdo fontes de substancias bioativas usadas na medicina e na
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agricultura e por isso, esforcos tém sido feitos na busca por esses metabdlitos. Tais
microrganismos sao cultivaveis e o cultivo por processos submersos podem ser otimizados,
levando ao aumento na producdo de substéncias bioativas potencialmente Uteis como
farmacos (GUNATILAKA, 2006). Muitos novos produtos transformados foram obtidos a
partir de sesquiterpenos, triterpenos e esteroides, indicando que a transformagdo microbiana é
uma abordagem importante para a diversidade estrutural de produtos naturais ou para

melhorar as propriedades fisico-quimicas (CHEN et al., 2015).

Dentre esses microrganismos, os endofiticos (vivem no interior de tecidos de plantas e
animais) sdo capazes de produzir uma variedade de metabolitos secundarios com atividades
bioldgicas (MASUREKAR, 1992; WEBER et al., 2007). Os fungos do género Penicillium sdo
conhecidos pela producdo de antibioticos por seu metabolito penicilina, que ainda €
amplamente utilizado na clinica desde sua descoberta em 1920. E em outros trabalhos,
verificou-se que sdo excelentes produtores de celulases com B-glucosidase, sendo capazes de
produzir uma matriz complexa de enzimas capazes de degradar completamente a celulose
(VAISHNAV et al., 2018). Décadas depois, os metabdlitos bioativos desse género ainda séo
atraentes e estudos de biotransformacdo de capsaicina por esse fungo demonstraram sua

capacidade de hidroxilacéo, metilacéo, reducéo, rearranjo e epoxilagdo (XIU et al., 2017).

A partir de um screening, contendo diferentes linhagens de Ascomicetos endofiticos e
trés diferentes moléculas/compostos naturais (Rutina, Quercetina e Estigmasterol),
realizaram-se bioensaios a fim de verificar a viabilidade do processo de biotransformacéo
dessas moléculas pelos diferentes fungos endofiticos. A partir dessa observagéo verificou-se
que algumas combinagdes desses ascomicetos endofiticos com essas moléculas apresentaram
resultados satisfatdrios, sendo possivel detectar em alguns desses experimentos, ocorréncia de
biotransformacdo. Baseados nesse piloto foram escolhidos os melhores resultados e estes

foram explorados neste aspecto biotecnolégico, considerando que sdo linhagens isoladas de
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plantas da Regido Amazbnica, as moléculas utilizadas sdo biologicamente ativas e, além
disso, é importante gerar derivados da quercetina mais simples e que sejam menos

metabolizados no organismo.
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REVISAO DA LITERATURA
2.1 Biodiversidade de Fungos Amazonicos

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos, e desse nimero séo
conhecidas pelos micologistas somente cerca de 69.000 espécies. Devido a agdo predatdria do
meio ambiente, vérias espécies de fungos estdo sendo extintas antes mesmo de serem
conhecidas, causando prejuizo ao equilibrio ecolégico, além de ndo se obter conhecimento do
potencial biotecnoldgico dessas espécies. Foram agrupados em um reino a parte - Reino Fungi
— por apresentarem caracteristicas peculiares que os diferem tanto de animais como de
vegetais, além do grande nimero de espécies encontradas por todo o planeta (COELHO;

RIBEIRO DA SILVA, 2006).

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, principalmente, na floresta
Amazonica, a maior do Planeta e fonte inestimavel de matérias-primas nos mais variados
setores. Apesar da imensa diversidade biol6gica amazbnica, as espécies que a compdem e
suas relacdes filogenéticas sdo pouco conhecidas, muito menos seus microrganismos e suas

interacdes com outros seres (SOUZA et al., 2004).

Os fungos existentes no Brasil ainda sdo pouco estudados, especialmente na Regido
Norte. Destacam-se pelo maior nimero de espécies os estados de Sdo Paulo. A despeito dos
dados referentes ao Amazonas e ao Pard, observa-se que a Regido Norte carece de coletores e
estudiosos de fungos, pois, nos demais estados, 0 nimero de registros € baixo. Além desses,
destacam-se ainda a Regido Centro-Oeste, 0 Maranh&o e o Espirito Santo como locais em que

pouco se conhece acerca da diversidade micoldgica (FORZZA, et al., 2010).

Os tropicos abrigam a maior parte da diversidade de fungos desconhecida. Entretanto,
a falta de padronizacéo entre estudos limita a compreensdo de como a diversidade de fungos

estd organizada no espago em diferentes escalas, uma informacdo imprescindivel para o
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planejamento da conservacdo da biodiversidade. Espera-se que novas espécies sejam
encontradas em nichos pouco ou ndo explorados, considerando as florestas tropicais

(OLIVEIRA et al., 2008).

2.2 Endofitico: Penicillium sp.

Os fungos endofiticos sdo considerados como uma ferramenta eficiente para producao
de metabdlitos com atividades bioldgicas interessantes e um alto nivel de diversidade quimica
(SCHULZ E BOYLE, 2005; ZHANG et al., 2006). Por isso, na busca por novos catalisadores,
microrganismos tém sido empregados na descoberta de enzimas para desenvolvimento da
biocatalise em escala industrial. Os fungos produzem enzimas que normalmente séo
extracelulares, o que facilita sua recuperacdo do meio de fermentacdo. Em particular, os
microrganismos isolados em territorio brasileiro ja demonstraram excelente potencial

biocatalisador frente a diferentes substratos (BORGES et al, 2007).

Microrganismos endofiticos sdo todos aqueles que podem ou nédo crescer em meios de
cultura e que habitam o interior de tecidos e Orgdos vegetais sem causar prejuizos ao seu
hospedeiro e sem produzir estruturas externas emergindo dos vegetais (AZEVEDO e
ARAUJO, 2007). Dessa maneira, podem estar incluidos como microrganismos endofiticos
colonizadores com comportamento neutro ou simbionte, e ainda aqueles que transitam

colonizando ora de forma endofitica, ora de forma epifitica (AZEVEDO, 1999).

O uso de fungos endofiticos em biotransformacfes € vantajoso, pois pode gerar
possiveis metabdlitos com aplicacdo farmacoldgica para melhoramento e/ou de novas
entidades quimicas. Visto que o mercado mundial ndo cessa em langar novos farmacos, séo
necessarias novas metodologias para geracdo de seus metabolitos. Dentre as aplicacdes de
biotransformag¢es com microrganismos destaca-se producgdo da corticosterona (derivado da

cortisona), através da acdo de microrganismos na deoxicorticosterona (HENCH et al., 1949),
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onde promoveram a hidroxilagdo na posi¢ao 11a-hidroxiprogesterona, o que foi decisivo para
sintese de hormdnios adrenocorticoides de modo economicamente viavel (PETERSON et

al., 1952).

Essa variedade de substancias isoladas demonstra que esse grupo de microrganismos
sdo promissores na busca de substancias bioativas e, especialmente o género Penicillium, que
tem sido pouco explorado quanto a sua diversidade metabodlica em ensaios envolvendo

biotransformagéo, quando comparado ao género Aspergillus, por exemplo.

2.3 Metabolismo Microbiano

O uso de microrganismos para o estudo do metabolismo foi intensificado a partir da
década de 70 quando o Modelo Microbiano do Metabolismo Animal foi proposto por Smith e
Rosazza. Desde entdo, tanto bactérias quanto fungos, tém sido utilizados para mimetizar o
metabolismo de xenobi6ticos em mamiferos. Isso porque tais microrganismos possuem
sistemas de enzimas metabolizadoras semelhantes aquelas presentes nos sistemas de
mamiferos, os citocromos P450 (SMITH e ROSAZZA, 1983). Consequentemente, 0
metabolismo de xenobidticos em ambos os sistemas resulta com frequéncia nos mesmos
metabolitos, e por isso recebem a denominagdo - Modelo Microbiano. Tal modelo é
comumente empregado de forma alternativa e complementar no estudo do metabolismo de
farmacos, visto que ndo requer uso de animais de laboratdrio, as culturas sdo de facil
manuseio e baixo custo, além das reacdes ocorrem em condic¢des brandas de pH e temperatura

(AZERAD, 1999).

Na pesquisa e desenvolvimento de farmacos, a utilizacdo de microrganismos para
obtencédo de derivados potencialmente ativos ou menos toxicos que as moléculas de partida é

amplamente discutida. A vantagem mais relatada da utilizacdo de fungos ao invés da sintese
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quimica convencional é a seletividade das reacGes, tais microrganismos possuem enzimas
com diferentes graus de quimio, régio e estereosseletividade (ASHA e VIDYAVATHI, 2010).
Além disso, as biotransformacdes com fungos representam uma importante via para a

introducdo de grupos funcionais na molécula (VENISETTY e CIDDI 2003).

Muitos microrganismos tém sido utilizados em processos de biotransformacdo de
produtos naturais, originando metabdlitos ja conhecidos ou novos metabolitos. Estas
moléculas podem ser substratos para semi-sintese e como vantagem, obter produtos mais

especificos e poucos efeitos secundarios (MANOSROI; ABE; MANOSROI, 1999).

2.4 Biotransformacao

A biotransformacdo € um conjunto de alteragdes quimicas (ou estruturais) que as
substancias sofrem no organismo, geralmente, ocasionadas por processos enzimaticos
(reacBes bioguimicas), com o objetivo de formar derivados mais polares, hidrossollveis e
potencialmente ativos e que sejam capazes de catalisar a transformacéo do substrato de modo

menos complexo (MULLER, 2009).

A disseminacdo no uso de enzimas e células inteiras na quimica organica para
modelos de bioconversdo foi impulsionado pelos estudos em laboratérios académicos e
industriais sobre a utilizacdo de microrganismos para modificar nicleos esteroidais, a
exemplo disso, Mamoli e Vercellone prepararam a testosterona a partir da
deidroepiandrosterona  utilizando  microrganismos.  Esse  trabalho  viabilizou o

desenvolvimento da producdo dos hormonios sintéticos.

No Brasil, pais com uma das maiores biodiversidades de plantas do mundo, existe
pouco relato sobre trabalhos quimicos envolvendo substdncias produzidas por fungos

endofiticos e biotransformacdo envolvendo fungos. TransformagBes microbianas (também
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conhecidas por biotransformacgdes ou bioconversfes) sdo reagdes de compostos organicos
catalisados por microrganismos. E claro que os verdadeiros catalisadores destas reagdes sao as
enzimas sintetizadas pelas células desses microrganismos (ARAUJO et al., 2013). E é neste
contexto que se classifica biotransformacdo como conversdes quimicas catalisadas por

enzimas ou microrganismos sobre substratos.

De acordo com Faber, K. (1997), as vantagens do uso das enzimas na obtencdo de
produtos de biotransformacdo podem ser enumeradas: 1- as enzimas sdo catalisadores muito
eficientes; 2-as enzimas sdo ambientalmente aceitaveis (degradaveis); 3-trabalham em
condicdes reacionais suaves; 4-possuem uma alta tolerancia a substratos; 5-podem catalisar

um largo espectro de reacdes.

Alguns biocatalisadores podem realizar reacdes dificeis de se obter em quimica
organica, principalmente quanto as suas seletividades, tais como: quimiosseletividade, onde
algumas enzimas podem reagir com um Unico grupo funcional, mesmo na presenca de outros
grupos quimicos reativos. Isto facilita o processo de purificagdo; regiosseletividade e
diastereosseletividade, em que, devido a sua estrutura tridimensional complexa, as enzimas
podem distinguir entre grupos funcionais que estdo quimicamente situados em diferentes
regides da mesma molécula substrato (SWEERS, H.M., et al, 1986); enantiosseletividade,
onde quase todas as enzimas sdo formadas de L-aminoacidos e portanto sdo catalisadores
quirais e como consequéncia, qualquer tipo de quiralidade presente na molécula substrato é
"reconhecida” na formacdo do complexo enzima-substrato. Dessa forma, um substrato pro-
quiral pode ser transformado em um produto opticamente ativo e ambos os enantidbmeros de

um substrato racémico podem reagir a velocidades diferentes (FABER, K., 1997).

A molécula de um determinado composto € modificada por transformac6es de grupos

funcionais, com ou sem degradacdo do esqueleto carbbnico. Estas alteracdes resultam na
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formacdo de novos produtos que sdo dificeis, em algumas situacdes, de serem obtidos por
processos quimicos convencionais. E possivel que as reacdes de biotransformacoes
estereosseletivas, produzam produtos de alto valor agregado, ou seja, intermediérios de
farmacos, farmacos, ingredientes alimentares, produtos e intermediérios agroquimicos, dentre
outros. A biotransformacgéo tem sido uma ferramenta alternativa com grande potencialidade,
especialmente para desenvolvimento de tecnologias sustentaveis, na producdo de produtos

quimicos e farmacos (DEMIRJIAN; SHAH; MORIS-VARAS, 1999).

Por outro lado, o uso de biocatalizadores, principalmente quando se trata de
microrganismos, apresenta ainda muitas duvidas e isso se deve em parte, ao uso recente de
suas aplicacbes e a complexidade que os sistemas biologicos apresentam, com rotas
metabolicas complexas e comportamento do microrganismo. Muito falta para elucidar sobre
0s mecanismos de biotransformacdo, as enzimas envolvidas nestes processos e sobre a

fisiologia dos microrganismos utilizados (WANG et al., 2013).

As biotransformacgdes por meio de fungos tem sido objeto de intensas pesquisas como
por exemplo: a modificacdo do 6-metilflavona pelo fungo entomopatogénico Isaria
fumosorosea formando os seguintes produtos 6-metil-flavona-8-O-P-D- (4"-O-metil)-
glucopirandsido e 6-metil-flavona-4'-O-P-D-( 4”- O-metil)- glucopiranido (DYMARSKA et
al.,2017) e a bioconverdo do Acido Asiatico (Centella asiatica) pelo fungo Alternaria
longipes produziu trés novos derivados: acido 2a,3[,23,30-tetrahidroxiurs-12-en-28-oico,
acido 2a,3pB,22p,23-tetrahidroxiurs-12-en-28-oico e acido 2a,3[3,223,23,30-pentahidroxiurs-
12-en-28-oico (FLORES, 2013). Muitos outros exemplos de biossintese de flavanoides,
terpenos e farmacos apresentam sucesso na producdo de novas estruturas com atividades de

interesse farmacoldgico, cosmético e industrial.
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2.5 Biotransformacé@o como modelo para sintese de farmacos

Os farmacos sdo compostos quimicos estranhos ao organismo e que uma vez
administrados podem ser eliminados inalterados ou biotransformados em metabolitos mais
polares. O estudo do metabolismo € um processo complexo que inclui questdes relativas a
estabilidade metabdlica, identificacdo dos metabolitos, identificagdo da enzima envolvida e

propriedades de inibi¢do da enzima (BRAGA et al, 2012).

O metabolismo dos farmacos pode ser dividido em reacdes de fase | e reacdes de fase
Il. Na fase | os compostos sdo modificados por oxidacdo, reducdo ou hidrolise, sendo tais
reacOes catalisadas pelas enzimas do sistema microssomal hepatico, também conhecidas como
oxidases de funcdo mista. Este sistema é composto pelo citocromo P450 (CYP450),
citocromo b5 e a enzima NADPH citocromo P450 redutase. A introducdo de grupos
funcionais (-OH, -COOH, -SH, -O-, -NH,) pelas enzimas de fase | tem a finalidade de
aumentar a polaridade dos compostos, a fim de facilitar a excrecdo pelo organismo (FURA,

2006).

As reacOes de fase Il sdo conhecidas como reagdes de conjugacdo e geralmente levam
a formacdo de produtos farmacologicamente inativos e polares. Os grupamentos envolvidos
com mais frequéncia sdo glicuronil, glicil, sulfato, metil e acetil. As enzimas de fase Il
incluem superfamilias de enzimas que catalisam reacdes de conjugacdo como glutationa-S-
transferase, ~ UDP-glucuronil  transferase,  sulfotransferases,  N-acetiltransferase e

metiltransferases (ASHA; VIDYAVATHI, 2010).

E importante conhecer o papel dos metabolitos, pois reacdes de biotransformacéo
podem ser acompanhadas de varios eventos, tais como a formacdo de metabolitos
quimicamente estaveis, desprovidos de atividades farmacologicas ou toxicologicas; geracdo

de metabolitos quimio-reativos os quais resultam em acdo toxicologica. E ainda conduzir &
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formacdo de metabdlitos quimicamente estaveis com atividade farmacoldgica (FURA, 2006;
TURPEINEN et al., 2006). Esse tipo de metabdlito, quando identificado e comparado ao
farmaco original, apo6s realizacdo dos estudos de atividade e segurangca pode chegar a
categoria de candidato protétipo a farmaco e posteriormente farmaco (BARREIRO e

FRAGA, 2008).

Tradicionalmente o estudo de metabolismo de farmacos tem se apoiado na utilizacdo
de sistemas como modelo, para prever os intermedidrios e produtos do metabolismo de

xenobioticos em humanos (PIEPER et al., 2009).

O progresso no uso de enzimas e células inteiras na quimica organica sintética foi
impulsionado pelos estudos em laboratdérios académicos e industriais sobre a utilizacdo de
microrganismos para modificar ndcleos esteroidais (PETERSON; MURRAY, 1952). De
acordo com Stoudt (1960), em 1937 Mamoli e Vercellone prepararam a testosterona a partir
da deidroepiandrosterona utilizando microrganismos, conforme esquematizado na Figura 1.

Esse trabalho viabilizou o desenvolvimento sintético da producdo de horménios.

17/ 0 OH

_—
HO Corynebacterium P Levedura

Deidroepiandrosterona 9 HO
Testosterona

Figura 1 — Biotransformacao da deidroepiandrosterana.

Peterson e Murray (1952) promoveram a hidroxilacdo da ligagdo C—H né&o ativada da
progesterona, realizando a bioconverséo para 11 a-hidroxiprogesterona pelo fungo Rhizopus

arrhizus, como demonstrado na Figura 2.
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Rhizopus arrhizus

Progesterona 1la-hidroxiprogesterona

Figura 2 — Biotransformacao da Progesterona.

Na aplicacdo do modelo microbiano do metabolismo, também € possivel citar o estudo
do biotransformacédo do farmaco albendazol. A bactéria Streptomyces griséus bioconverteu o
albendazol em dois metabolitos: albendazol sulféxido e albendazol sulfona, semelhantes aos

metabolitos produzidos em mamiferos (Figura 3) (PRASAD; GIRISHAM; REDDY, 2010).

~CHj

Albendazol sulfona

Figura 3 - Biotransformacao do Albendazol
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Os estudos de biotransformacédo de fArmacos podem caracterizar metabolitos ativos ou
novos intermedidrios Uteis para a industria farmacéutica. Cita-se como exemplo a tioridazina,
que sofre S-oxidacdo formando derivados sulfoxidos. A sulfoxidacdo do grupo tioetil forma o
metabdlito tioridazina-2-sulfoxido e a sulfoxidacdo no anel tiazina forma a tioridazina-5-
sulfoxido. Posteriormente, a tioridazina e tioridazina-2-sulféxido podem sofrer uma oxidagéo
a sulfona e formar a tioridazina-2-sulfona, conforme demonstrado na Figura 4 (ZEHNDER et

al., 1962; GRUENKE; CRAIG, 1975).

o
|

OO
CH
s 0

CH3

-

Tioridazina-5-sulféxido

Tioridazina

Tioridazina-2-sulféxido Tioridazina-2-sulfona

Figura 4 — Biotransformacéao da Tioridazina e seus metabolitos.

Outro exemplo de biotransformacdo € a de (-) - a-pineno em verbenona, cis-verbenol e
mirtenol por uma cepa de fungo nao identificada (linhagem LB GM F6), apos 96 h (Paulino

2014).
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Figura 5 Compostos produzidos a partir da biotransformacdo de a-pineno, pela linhagem

LBGM F6.

2.6 Flavonoides

Mais de 4000 variedades de flavonoides foram identificados e podem ser classificados de
acordo com sua estrutura em funcdo do grau de substituicdo e de oxidacdo. Flavonoide é a
designacdo dada a um grande grupo de metabdlitos secundarios da classe dos polifendis,
componentes de baixo peso molecular encontrados em diversas espécies vegetais
(NIJVELDT, 2001).

Quimicamente falando, os flavonoides (Figura 6) sdo compostos triciclicos possuindo dois
anéis aromaticos (anéis A e B), sendo que o C contém o grupamento pirona, ja 0 A possuli
benzoi. Também possui grupamentos de hidroxila nas posicdes 5 e 7 e 0 anel B possui
cinamoil, com grupamento de hidroxilas na posi¢ao 3°, 4°, 5°. Tem origem biossintética
mista, ou seja, se compbe por subunidade derivadas de duas ou mais vias biossintéticas

(KARABIN et al., 2014).
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Figura 6 — Estrutura de um Flavondide

Flavondides contidos em vinhos tintos, entre eles a quercetina (3,5,7,3°,4°
pentahidroxiflavona), tém sido associados a saude cardiovascular devido, provavelmente, ao
seu efeito antioxidante (HAVSTEEN, 2002). A quercetina é descrita como 0 mais abundante
dos flavonoides e um potente antioxidante in vitro e 0 mais potente removedor de espécies
reativas de oxigénio, incluindo o anion superéxido (CUSHNIE & LAMB, 2005) e espécies
reativas de nitrogénio como o radical 6xido nitrico (VAN ACKER et al., 1995; HAENEN &
BAST, 1999). QOutras atividades bioldgicas tém sido atribuidas ao flavonoide quercetina, entre
estas: capacidade anti-inflamatéria (READ 1995; ORSOLIC et al., 2004) e anti-hipertensiva
(EDWARDS et al., 2007).

A busca de meios alternativos para a obtencdo de substancias com atividades bioldgicas
significantes, por exemplo os flavondides, tem aumentado com o desenvolvimento da quimica
dos microrganismos, associada a biologia molecular. Os microrganismos sdo capazes de
realizar diferentes tipos de reacGes quimicas nos mais variados compostos organicos. Dessa
forma, microrganismos endofiticos de plantas hospedeiras reconhecidamente produtoras de
flavonoides e/ou seus precursores biossintéticos devem ser potencialmente boas fontes de
enzimas para essas conversoes (KARABIN et al., 2014).

Pesquisas recentes tém explorado diversidade biolégica e atividade farmacol6gica de
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flavonoides naturais, por exemplo, atividade antioxidante (ESCRICHE et al., 2014), atividade
antidiabética (CAQO et al., 2015; LIU; JU; XIA, 2014), a atividade anti-inflamatoria (L1U; JU;
XIA, 2014), atividade anti-fingica (BARRECA et al., 2014), atividade anti-cancer (SANTOS
et al., 2013; SCHNEKENBURGER; DICATO; DIEDERICH, 2014), atividade anticoagulante

(LIAO; LUO; KONG, 2013) e atividade antiobesidade (KIM et al.,2014).

Na literatura podem-se encontrar exemplos de sucesso de bioconversdo de flavandides por
fungos de género Penicillium e Trichoderma. O Penicillium chermesinum biotransformou de
modo eficiente a flavanona em 6-hidroxiflavanona e 4'-hidroxiflavanona (KOSTRZEWA-

SUSLOW et al., 2008 e 2010).

Considerando essas perspectivas em estudos com flavonoides glicosilados, estima-se a
Quercetina, como um bioflavonoide que ao sofrer modificagGes ou ser biotransformado, pode
tornar-se  um metabolito mais ativo ou adquirir outras atividades de importancia

farmacolédgica (ERLUND et al., 2000).

2.7 Quercetina

A Quercetina (Figura 7) € um flavanoide, da subclasse dos flavanois, sendo
pertencente a um grupo de compostos fendlicos que foram isolados pela primeira vez em
1936 por Szent-Gyorgyi, conhecida por sua atividade antioxidante, possui funcédo
cardioprotetora contra muitas doengas, incluindo a redugdo da presséo arterial, comprovada
através de estudos in vivo; outras atividades como prote¢do contra arterosclerose, certos tipos
de melanoma, doencas pulmonares, estresse oxidativo, disfuncdo das células endoteliais e

insuficiéncia cardiaca tambem foram observadas durante o estudo (PATEL et al., 2018).
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Figura 7 — Estrutura quimica da Quercetina

A quercetina tem atividades antimicrobianas, antivirais, antioxidantes e anti-
inflamatdrias com efeitos antioxidantes e sequestradores de radicais livres (DOGAN et al.,
2015; GUTTERIDGE, 1995). No entanto, a quercetina também pode ser degradada por
moléculas reativas e tal degradacdo oxidativa da quercetina in vitro tem mostrado a formacao
de um intermediario de orto-semiquinona de radical livre, que pode posteriormente ser
alterado para a molécula derivada ou para uma orto-quinona proxima a formacdo de locais

reativos de oxigénio (METODIEWA et al., 1999; BOOTS et al., 2003).
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OBJETIVOS
3.1 Geral:
e Obter e identificar derivados bioativos da biotransformacgdo de Quercetina realizada

por Penicillium sp., isolado de Gustavia elliptica M. (Lecythidaceae).

3.2 Especificos:
e Selecionar linhagens de microrganismos endofiticos capazes de biotransformar a
quercetina;
e Padronizar o processo de biotransformacdo da quercetina, obtidos a partir da sua
bioconversédo por Penicillium sp. 392 (GhG2 2.1);
e Avaliar atividades anti-inflamatoria, antiglicante, citotoxica e antimicrobiana de
fracGes majoritarias dos derivados obtidos a partir da biotransformacdo da quercetina;

e Purificar, identificar e caracterizar os derivados da biotransformacéo de quercetina.
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MATERIAL E METODOS
4.1 Planejamento Experimental

As atividades experimentais de biotransformacéo foram organizadas em trés etapas: a
primeira consistiu na selecdo de linhagens de ascomicetos da colecdo de trabalho do
Laboratorio de Bioensaios e Microrganismos da Amazoénia da Central Analitica do Centro de
Apoio Multidiciplinar da Universidade Federal do Amazonas (LabMicrA/UFAM). Na
segunda etapa, ap0s ensaios preliminares foi selecionada a linhagem Penicillium sp. (392) e a
molécula de Quercetina, a fim de obter as biotransformacgdes. Tais procedimentos foram
executados no Laboratério anteriormente citado e as analises quimicas dessas
biotransformagdes foram realizadas no Laboratorio de Espectrometria de Massas e HPLC
(LEMAH) e Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (NMRLab), na Central Analitica
do Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas. Na terceira etapa
foram executados os testes bioldgicos in vitro dos extratos e fragdes contendo os produtos de
biotransformacg&o. Esses ensaios foram feitos no laboratério de atividade bioldgica (Biophar),
na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Amazonas e alguns
outros ensaios bioldgicos no Laboratério de Diagnostico e Controle de Doencgas Infecciosas
na Amazonia - DCDIA na FIOCRUZ Amazonia — Instituto Lednidas e Maria Deane. A

Figura 8 representa o delineamento experimental geral deste trabalho.
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Figura 8 - Fluxograma geral do experimento de biotransformacdo com a linhagem
Penicillium sp. 392, resumindo as etapas executadas.
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4.2 Selecdo da linhagem de ascomiceto

Inicialmente foi realizado um screening com cinco linhagens de ascomicetos e 3
substancias diferentes (cumarina, rutina e estigmasterol), em condigdes diferentes das que
foram adotadas na padronizacéo final desse trabalho. Dada a forma de anélise do processo de
biotransformacdo ndo ser suficiente para afirmar que houve o consumo das moléculas por
Guignardia sp., foi necessario descontinuar esse experimento e readaptar a novas condi¢des
de andlise. Por isso, desta triagem, foram escolhidas trés linhagens (das cinco, anteriormente
citadas) de ascomicetos endofiticos e trés compostos naturais (rutina, quercetina e
estigmasterol) a fim de encontrar a combinagdo microrganismo-molécula que apresentasse 0s
melhores resultados de biotransformagdo. A partir de amostras preservadas dos fungos
Guignardia sp., Trichodermas sp. e Penicillium sp., realizou-se a reativagdo. Fragmentos
desses preservados foram repicados e cultivados para crescimento em placas de Petri
contendo BDA, por cinco dias em temperatura de 28 °C.

Em triplicata, para cada fungo e molécula, em Erlenmeyer de 250 mL foram
adicionados 100 mL de caldo de batata dextrose, com glicose reduzida a 1/4 (5 mg), e 5
fragmentos de 5 mm x 5 mm do meio de cultura contendo o micélio do fungo. Os fungos
foram cultivados a temperatura ambiente (28 °C) no meio liquido em condicfes estaticas na
BOD por 14 dias, pois foi o tempo em que a taxa de aglcar reduziu-se a zero, sendo
diariamente monitorado. Apds a confirmacdo da auséncia de glicose na amostra (medicdo
realizada por fita universal Uriclin® 10 da Laborclin), o micélio foi separado do meio por
filtracdo com pressdo reduzida em membrana de celulose com porosidade de 0,45 um. Todo 0
experimento foi realizado em cabine de seguranca biologica A2 da Fiterflux®.

No meio liquido filtrado foi adicionado 10 mg da molécula previamente solubilizada
em DMSO estéril (exceto nos controles do fungo sem o substrato e no controle do meio -

negativo). Os micélios foram transferidos para erlenmeyer limpos, contendo 100 mL de
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tampado fosfato pH 8,0, aos quais foram introduzidos 10 mg de cada molécula. Os erlenmeyers
contendo o micélio foram submetidos a agitagdo (120 rpm a 28 °C). Durante o periodo de
agitacdo foram realizadas leituras dirias em espectrébmetro de massas, por insercdo direta
com fonte eletrospray durante trés dias. No quarto dia foi encerrada a reacao e as réplicas de
cada tipo foram reunidas. As amostras contendo miceélio e tamp&o foram filtradas novamente
a vacuo em membrana de celulose de porosidade 0,45 pm. Adicionou-se NaCl (30 g/100 mL)
em todas as amostras para precipitar as proteinas e as mesmas foram ajustadas para pH 6,
particionadas separadamente com AcCOET (3x 1/3 do volume), concentradas em
rotaevaporador Fisatom® modelo 801, com banho-maria Fisatom® modelo 550 e um sistema
resfriador de liquidos de circuito fechado Fisatom® modelo 850, secados em capela de
exaustdo, pesados em balanca analitica Orbital® AY?220, com precisdo de 0,0001 g e
armazenadas sob refrigeracdo (8 °C). Essas amostras foram analisadas em HPLC-DAD/MS.
Apos esses experimentos preliminares foi escolhida a linhagem Penicillium sp. 392 e a
quercetina para a continuidade dos estudos, considerando que foi essa combinacédo de fungo e
molécula que apresentou os melhores resultados preliminares (Tabela 1), baseado nas analises
quimicas, no tempo de cultivo do Penicillium sp. (tempo menor, comparado a Guignardia
sp.). A escolha desse fungo e composto considerou a importancia da busca por derivados da
quercetina que sejam compostos bioativos em modelos in vivo, tendo em vista as atividades
bioldgicas in vitro descritas para esta molécula e substancias coadjuvantes que contribuam

para o tratamento de doengas como diabetes.



35

Tabela 1 - Comparacédo de reacdes de biotransformaces utilizando trés linhagens de fungos
endofiticos e trés substancias naturais. (Sendo: Ndo = Substancia ndo consumida e Sim =
Substancia consumida, indicando presenca e auséncia da substancia, visualizada pelo seu
respectivo pico de massa, detectado por analise full scan MS;).

Analise preliminar de biotransformacao

ldia 2dia 3dia 4 dia

Trichoderma/tampéo/rutina Sim Sim Sim
Trichoderma/tamp&o/estigmasterol Né&o detectado
Trichoderma/tampé&o/quercetina Né&o Né&o Né&o
Trichoderma/meio/rutina Néao Né&o Né&o
Trichoderma/meio/estigmasterol Sim Sim Sim Evoluindo o consumo
Trichoderma/meio/quercetina Né&o Né&o Néo
Penicillium/tampao/rutina Né&o Sim Sim
Penicillium/tamp&o/estigmasterol Sim Sim Sim Evoluindo o consumo
Penicillium/tamp&o/quercetina Sim Sim Sim

Penicillium/meio/rutina Sim Sim Sim
Penicillium/meio/estigmasterol Sim Sim Sim Evoluindo consumo
Penicillium/meio/quercetina Sim Sim Sim
Guignardia/meio/quercetina Né&o Sim Sim Evoluindo consumo
Guignardia/meio /rutina Né&o Sim Sim

Guignardia/meio /estigmasterol Né&o Né&o Né&o

4.3 Biotransformacéo com o Penicillium sp. 392

A linhagem selecionada para o experimento de biotransformacdo foi isolada de
Gustavia elliptica (Lecythidaceae) (SISGEN — N° Registro: ABEA94F), por Almeida (2014)
e esta depositada na colecdo de trabalho de microrganismos do LabMicrA (Central Analitica

da UFAM).

4.3.1 Reativacao da linhagem de Penicillium sp. 392

Para a realizacdo dos experimentos, o fungo Penicillium sp. (392) foi reativado, a
partir do estoque em tubos de ensaio no meio de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar),
sendo inoculado em trés pontos equidistantes em placas de Petri, conforme protocolo padrédo
do LabMicrA (SOUZA, 2006). Para garantir as condigdes estéreis, 0s meios de cultivos e 0s
materiais utilizados em todos os experimentos a serem descritos neste trabalho foram

esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 12 a 20 min, antes do inicio de qualquer
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procedimento e todos os procedimentos foram executados em cabine de seguranca bioldgica
A2 da Fiterflux®.

Ap0s cinco dias do crescimento em placa a 28 °C fez-se suspensdo de conidios em
agua com glicerol 20%, considerando a escala nefelométrica de Mc Farland de nimero 6 para
turvacdo. Essa suspensdo estoque de conidios foi guardada para todos os experimentos de

biotransformacao que seréo apresentados a seguir.

4.3.2 Cultivo de Penicillium sp. 392 e biotransformacéao

Transferiu-se 30 uL da suspensdo estoque de conideos para cada um de 25
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio BD. Os erlenmeyers foram submetidos a
agitacdo em incubadora com agitacdo orbital da Solab® durante cinco dias, a 120 rpm, na
mesma temperatura de reativacdo. Apds o periodo de cinco dias de incubacédo, o contetdo de
cada erlenmeyer foi pré-filtrado a vacuo em funil de buichner e papel de filtro, para separar o
micélio do meio liquido, que em seguida, foi filtrado em sistema de filtragdo com membrana
de celulose (0,45 um). Cada micélio foi transferido para novos erlenmeyers: nove contendo
100 mL de meio mineral com fonte de carbono reduzida, nove com meio tampé&o fosfato pH
7,5 e dois com agua destilada autoclavada.

Para o controle total dos experimentos, incluindo o controle das condi¢Ges de cultivo
do fungo e principalmente do processo de biotransformacao da quercetina, foram preparados:
dois erlenmeyers contendo apenas meio BD, cinco erlenmeyers contendo o meio BD e o
fungo, dois erlenmeyers para cada um dos meios utilizados para a biotransformacéo
juntamente com a molécula e trés erlenmeyers contendo o meio BD ap0s o crescimento
inicial, isento de células e sem molécula. Em cada Erlenmeyer utilizado para a
biotransformacédo, foi adicionado 50 mg de quercetina (concentracdo de 50 mg/100 mL).

Esses frascos foram submetidos a agitacdo (120 rpm a 28 °C), por um periodo de até 48 h, e
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monitorados por espectrometria de massas a cada 12 h, em inser¢éo direta e em HPLC MS-
DAD, com retirada de uma aliquota de 20 puL de cada amostra. Transcorrido o tempo de
reacdo enzimatica e o consumo da molécula em 48 horas, separou-se o micélio por filtracdo a
vacuo em membrana milipore (0,45 pum), o qual foi transferido para Erlenmeyer contendo 100
mL de Metanol e Acetato de Etila (1:1), para maceracdo por 24 h. O filtrado da
biotransformacéo foi extraido por particdo liquido-liquido com Acetato de Etila (AcOEt)
(3x50 mL), concentrado em rotaevaporador Fisatom® modelo 801, com banho-maria
Fisatom® modelo 550 e um sistema resfriador de liquidos de circuito fechado Fisatom®
modelo 850 e submetidos a secagem em capela de exaustdo. No esquema (Figura 9)

apresenta-se um resumo das etapas realizadas no ensaio de biotransformacéo.

| Microrganismo |

1 - Crescimento sob agitacdo - 25 x 100 mL
(Erlenmeyers de 250 mL) - 120 rpm, por 5 dias).

2 - Separacgao de células do meio cultivado.

1 |
Células ‘Meio isento de células

| 1
3 erlens para

- Distribuica 22 erlens +
et D|str|bg|gao dos erlens para o controle sem
os experimentos/controles. molécula
J 1
9 erlenmeyer para 9 erlenmeyer para o 2 erlenmeyer com
meio mineral meio tampao fosfato pH agua
7,5 I_
I— I_
2 controles

Figura 9 - Fluxograma do ensaio de biotransformacdo com Penicillium sp. 392 em modo
agitado.

A biotransformacdo acima descrita foi realizada em duas etapas (experimento com
células e experimento com o caldo filtrado, isento de células — intra e extracelular,

respectivamente), um procedimento que consiste em se cultivar o fungo em meio de cultura
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apropriado, mas com fonte de carbono reduzida e, posteriormente, acrescentar o
composto/molécula a ser biotransformado. Isso permite que as duas etapas sejam
padronizadas separadamente, de acordo com as condi¢des fisioldgicas do microrganismo
investigado.

Para aumento do rendimento dos extratos obtidos, realizou-se um novo ensaio em
escala ampliada (Figura 10), seguindo o mesmo protocolo padronizado, com pequenas
adaptacOes, porém, apenas utilizando para o cultivo o0 meio mineral, em que os resultados de
biotransformacdo foram mais expressivos, quando comparados ao experimento paralelo que

foi realizado com Guignardia sp., por exemplo.

| Microrganismo

1 - Crescimento sob agitagdo - 25 erlens com 100 mL (Erlenmeyers de
250 mL) - 120 rpm por 5 dias).

=2 - Separacgdo de células do meio cultivado (BD).

3 - Meio BD reservado (deixado 1 controle de meio de cultura e 1
controle de BD + fungo).

Células |

1 - Distribui¢do dos erlens para os experimentos/controles.

2 - Acréscimo de 100 mg da molécula, exceto em 1 controle do
=meio mineral e 2 controles do mineral + fungo.

3 - Agitagdo (120 rpm) e 28 °C, por 48 h. Filtragdo, partigdo do
liguido de biotransformagdo e maceragao do micélio.

22 erlenmeyer para o meio
mineral

1 controle (meio

3 2 controles (meio
mineral) B

mineral + fungo)

1 controle (meio
mineral + molécula)

Figura 10 - Fluxograma do ensaio de biotransformagéo intracelular, em maior quantidade,
com Penicillium sp. 392 em modo agitado.



39

4.4 Anédlise dos produtos da biotransformacao por LC-MS

Para a andlise de LC-DAD-APCI-MS dos produtos da bioconversdo utilizou-se um
sistema HPLC, modelo Acella (Thermo Scientific®), acoplado a um espectrometro de massas
do tipo triplo-quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess (Thermo scientific®), monitorando
na faixa de m/z 100-1000 e de UV, na faixa de 200-500. Utilizou-se uma coluna C18 (5um,
150 x 4,60 mm) Phenomenex®, eluida em fluxo de 1 mL/min de mistura de metanol (B) e
agua ultrapura (A), em eluicdo gradiente: B de 45-100% em 10 min, seguido de 100% por 15
min, retornando de 100%-45% em 5,5 min, e condicionando a 45% por 5 min antes das
analises sucessivas, cujos parametros foram: 450 a temperatura de vaporizacdo, 35 a pressao
de gas e 3 a pressdo de gas auxiliar. Durante a aquisicdo e processamento, o software

Xcalibur® versdo 1.0 (Thermo scientific®) foi utilizado para analise dos dados gerados.

4.5 Fracionamentos em coluna cromatografica de vidro (fase reversa) e extracdo em fase
solida (SPE)

Para fracionamento e purificacdo dos extratos obtidos ap6s a biotransformacéo,
utilizou uma coluna de vidro, de 30 cm, com fase reversa (C18) de 12 cm. A fase foi
condicionada com MeOH 30% e em seguida a pastilha contendo a amostra misturada na
mesma fase foi inserida na coluna. Para a extracao e arraste dos compostos, utilizou-se 48 mL
de MeOH aquoso em ordem crescente de forga, nas concentraces de: MeOH 30%, MeOH
40%, MeOH 50%, MeOH 70% (2x 48 mL) e MeOH 100 % (3x 48 mL). Cada fragdo foi
coletada e posteriormente concentrada (a 45 °C) em rotaevaporador para retirar 0 maximo de
metanol possivel. Em seguida realizou-se a extracdo em fase sélida (Solid Phase Extraction-
SPE) para remover da solugdo hidroalcodlica o composto residual e os produtos da
biotransformacéo. Para a extracdo em SPE foi utilizada uma mini coluna contendo 100 mg de

silica gel C18. Cada coluna de silica foi ativada com MeOH 100% e condicionada com 3 mL
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de MeOH 3%. Em seguida, cada amostra foi adicionada e filtrada a vacuo, em cuba de SPE
para a retencdo pela fase, realizando-se por fim a extracdo do material retido com 3 mL de
MeOH. Todas as fracGes foram analisadas por LC-MS, conforme item anterior, e por RMN,

como passamos a descrever.

4.6 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para as analises deste trabalho, foi utilizado o equipamento de Ressonancia Magnética
Nuclear (Bruker Avance IIIHD, 500,13 MHz, sonda BBFO Plus SmartProbe ™), do
Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR Lab) da UFAM. Os espectros de RMN
foram obtidos nos modos: unidimensionais (RMN de *H, **C e DEPT135) e bidimensionais
(HSQC, HMBC e COSY). Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (8) e as
constantes de acoplamento (J) foram registradas em (Hz). Para aquisicao e processamento dos
espectros, utilizou-se o programa TopSpin 4.0.6. De todas as fragOes analisadas, algumas
foram solubilizados em 500 pL de Metanol deuterado (CD3;OD) com o tetrametilsilano (TMS)
como referéncia. Algumas também foram analisadas em acetona deuterada. O preparo de
amostras seguiu o protocolo padronizado no NMR Lab, e uma aliquota de 15,0 mg de cada

fracdo de extrato foi dissolvida e transferida para tubos préprios para analise em RMN.

4.7 Atividades Biologicas dos derivados obtidos das biotransformacdes (anti-
inflamatdria in vitro, Produtos Glicados e Antimicrobiano)

As amostras, cujo perfil cromatografico apresentou biotransformacgédo indicando
derivados, foram submetidas com seus respectivos controles a ensaios para deteccdo de

atividade anti-inflamatoria, citotoxicidade, produtos glicados e antimicrobiano.

4.7.1 Ensaio de Brometo tiazolil azul de tetrazolio (MTT)
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O ensaio colorimétrico do Brometo tiazolil azul de tetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich,
Brasil Ltda) foi realizado de acordo com Mosmann (1983), baseado na redu¢do enzimética do
MTT para formagéo de cristais de formazan pela mitocondria e enzimas desidrogenases
celulares. As células de macréfagos murino J774A.1 foram plaqueadas na concentracdo de
1x10° células/pogos em placas de 96 pocos e deixadas em incubadora de CO, em atmosfera
de 37 °C por 24 h, ap0s esse periodo as células foram expostas as concentracdes de 1, 5, 10 e
20 ug/mL do composto nitroestireno NPA por 24 h.

Ap6s o tempo de incubacdo a 37 °C o meio de cultura foi removido e as células
foram lavadas com 100 pL de tampdo PBS 0,1 M com pH 7.4, em seguida adicionado 100 puL
de MTT (1:1 mg/mL) diluido em meio de cultura RPMI 1640 e incubado por 3 h a 37° C,
decorrido esse tempo as células foram ressuspendidas com DMSO: isopropanol (1:1) em cada
poco e finalmente as placas foram agitadas delicadamente em um agitador orbital por 15 min
a temperatura ambiente para solubilizagcdo dos cristais de formazan originados a partir da
reacdo do MTT com enzimas mitocondriais em células viaveis.

Na Ultima etapa a densidade Optica dos pogos foi medida em leitor de microplaca
(DTX 800, Beckman Colter) em 570 nm e os valores de absorbancia das células tratadas com
0 NPA foram comparados com os valores de absorbancia obtidos a partir das células controle

sem tratamento.

4.7.2 Determinacao de nitrito (NO,)

A producédo de NO" foi medida pela dosagem de seus produtos de degradacao, nitrito,
mais estaveis, utilizando o reagente de Griess. Foi quantificado por espectrofotémetro a 550
nm (GREEN et al., 1982). Para a determinacdo da producdo de NO’, 100 pL do sobrenadante
celular foi submetido a reacdo com igual volume do reagente de Griess. Pouco antes do uso,

as solucgdes foram adicionadas na propor¢édo 1:1, formando o reagente de Griess propriamente
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dito. Apds o periodo de incubacéo de 10 min as amostras foram lidas em leitor de microplacas
(DTX 800, Beckman) a 560 nm. O calculo das concentragdes de nitrito foi realizado com base

em curva padréo utilizando diferentes concentragdes de NaNO3 (15 uM até 1000 uM).

4.7.3 Atividade antibacteriana pelo método de difusdo em &gar — técnica do po¢o

O ensaio de atividade bacteriana foi realizado no Laboratério de Diagnostico e
Controle de Doengas Infecciosas na Amazonia- DCDIA do Instituto Lednidas & Maria Deane
— FIOCRUZ AMAZONIA.

As amostras BDBt, CtMF, MicMBt, MicBDBt, BDBt, MBt, CtTF foram solubilizadas
em dimetilsulféxido (DMSO) 10%. Concentracéo inicial da amostra de 3 mg/mL no pogo. E
as amostras CtMF na concentragéo inicial 3 mg/ml e MBt concentracdo inicial 3,5 mg/ml no
pOCO.

As linhagens bacterianas utilizadas (Tabela 2) pertencem a bacterioteca da Plataforma
de Bioensaios Biotecnoldgicos (RPT11H), do Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD) —
Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Manaus-AM, Brasil. Estas espécies foram indicadas
numa reunidao da ONU como patégenos de interesse mundial, que a partir de 2020 podem se
tornar epidemias mundiais, caso ndo exista um maior controle hospitalar e também novos
medicamentos para o controle destas.

Tabela 2 — Linhagens bacterianas utilizadas no ensaio de atividade antibacteriana

Escherichia coli Butantd: K12-DH52;
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352-083;
Serratia marcescens ATCC 14756-131;
Pseudomonas putida (oralis) ATCC 15175-113;
Salmonella entérica Choleraesuis ATCC 10708-028;
Bacillus subtilis subsp. subtilis (CT) ATCC 6051,
Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis) ATCC 4083;
Streptococcus mutans ATCC 25175;
Listeria monocytogenes ATCC 15313;

Staphylococcus aureus ATCC 80958.
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As linhagens foram cultivadas previamente em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(HIMEDIA). As culturas microbianas foram, entdo, diluidas em meio de cultura conforme a
escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC mL). Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

A determinacdo da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de difuséo em
agar, pela técnica do pogo, segundo Grove e Randall (1955), com modificacGes. As amostras
testadas foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSQO) 10%. Utilizou-se o meio de cultura
Agar Mieller Hinton (AMH) (HIMEDIA) para a realizagdo dos testes. Como controle
positivo foram utilizadas as drogas TIENAM (imipenem + cilastatina sddica) na concentragdo
de 500 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e entdo foi adicionado as placas
uma solucéo corante de cloreto de trifenil tetrazélio (CTT) a 0,01% acrescido de 0,1% de agar
bacterioldgico, ocorrendo uma reincubacgdo por 30 minutos. Ap6s a conversao de coloragao na

sobrecamada foi feita a medic&o dos halos de inibig&o.

4.7.4 Inibicdo da formacdo de produtos avangados de glicacdo (AGES) in vitro: via
oxidativa e via ndo oxidativa (KIHO, et. al., 2004)

Para a via oxidativa, a atividade antiglicante foi determinada de acordo com Kiho
(2004), com modificagbes. A reacdo foi efetuada em triplicata com concentracdes de:
Albumina (BSA) 10 mg/mL, Glioxal 30 mM, e 1 mg/mL do extrato. As solugdes de glioxal e
BSA foram diluidas em tampao fosfato (0,2 M, pH 7.4), contendo azida de sédio 3 mM como
agente antimicrobiano. Os 300 pL da mistura total da reacdo foram compostos por: BSA (135
uL), glioxal (135 uL) e extrato diluido em DMSO (30 uL) sendo incubados a 37 °C durante
24 h (em condicOes estéreis e no escuro). Apés a incubagédo, cada amostra foi analisada no
leitor de microplaca com intensidade da fluorescéncia (emissao A330nm e excitagdo A420nm).

A quercetina foi utilizada como padrdo e o DMSO como controle negativo. Os resultados
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foram expressos em percentual de inibicdo e a CI50 foi calculada utilizando o programa
GraphPad Prism 6.0.

Para a via ndo oxidativa, a atividade antiglicante foi determinada seguindo o mesmo
protocolo de Kiho et al. 2004, com modificagdes. Seguiu-se 0s mesmos critérios usados no
ensaio por via oxidativa, com exce¢do do glioxal que foi trocado pela frutose (0,1 mM) e o

tempo de incubagéo aumentou para 120 h.

% inibi¢ao = 100-[FluorA /FLuorC] x 100

Onde: Fluor A = Fluorescéncia da Amostra
Fluor C = Fluorescéncia do Controle

4.8 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = D.P.M. (Desvio Padrdo da Média). Os
ensaios foram analisados por ANOVA (andlise da variancia) seguido por teste de comparacao
maltiplas de Tukey. O valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo. Os
dados paramétricos e ndo—paramétricos foram calculados através do programa de estatistica

GraphPad Prisma (verséo 6.0).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Selecéo da linhagem de Penicillium sp.

Apos a selecdo de trés linhagens de fungos endofiticos da colecdo de trabalho de
Microrganismos do LabMicrA, a Figura 11 apresenta a reativagdo efetiva, em cultivo solido
sendo frente (A) e verso (B) da placa e na Figura 12, o cultivo liquido efetivo em BD a partir
de suspencdo de conideos, apresentando aspectos morfoldgicos do Penicillium sp. (392)

utilizado nesta pesquisa.

Figura 11 — Cultivo em placa de petri (A) frente e (B) fundo: aspecto morfoldgico apds
crescimento de Penicillium sp (392), com 5 dias de cultivo;
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Figura 12 - Cultivo em meio liquido BD (Batata Dextrose), reduzido de glicose, realizado a
partir de suspencao de esporos, com crescimento de 5 dias, sob agitacdo a 28 °C.

5.2 Padronizacéo da biotransformacéao

Apos diferentes experimentos, onde foram testadas condigdes ideias na busca por
eficacia do bioprocesso, foi observada a biotransformacdo da quercetina no meio mineral.
Essa analise foi determinada apds dois dias de inducdo da molécula, nas amostras MBt e
MicMBt, quando submetidas aos parametros mais eficazes, sendo eles: pH 7,5; tempo e
temperatura de agitacdo de 24h a 48h apds adicdo de quercetina, em 28 °C e 120 rpm; tipo de
meio: mineral; concentracdo maxima do substrato quercetina no meio (100 mg/100 mL) para
obtencdo de alto rendimento de extratos; nivel de agicar no meio de cultivo reduzido em 1/4;
nivel de quantidade de células nos meios (18x10® UFC/mL, aproximadamente) e cultivo a

partir de suspensao de conideos por cinco dias ou antes que os micélios esporulem.

5.3 Andlise dos produtos da biotransformacdo por HPLC, obtencdo das fracdes,
rendimento e purificacdo por SPE
Ao longo dos experimentos, a metodologia de biotransformacao sofreu alteragdo a fim

de alcancar os resultados desejados e foi, portanto, aprimorada considerando a repeticdo da
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mesma em maior quantidade (ver item 4.3.2). Apds cuidadosa avaliagdo dos dados obtidos,
verificou-se que apenas a insercdo direta no espectrometro de massas ndo seria adequada para
detectar os eventuais produtos de biotransformacdo, uma das possiveis causas de frustracao
das primeiras metodologias. Por isto, as analises foram realizadas via HPLC utilizando um
sistema LC-DAD-MS, gerando resultados em que foi possivel detectar as biotransformac6es
ocorridas e cada provavel substancia derivada, com base na analise preliminar das massas
(m/z) e das correspondentes absor¢des (Amax) para cada amostra analisada, considerando os
seus controles e padrdes, conforme se discute a seguir.

As amostras geradas a partir das biotransformacdes e seus controles foram listados
com seus respectivos codigos na tabela 3. Ao longo do texto, vamos utilizar os codigos como

consta, para se referir a cada amostra.

Tabela 3 — Lista de amostras e controles utilizados neste trabalho, com massa (quantidade) e
cddigos de identificacdo, apds fracionamento em coluna de baixa resolucdo e purificacdo em
SPE C18.

Amostras* Quantidade (mg) Cddigo
Biotransformac&o pelo Micélio no meio Mineral 26 MicMBt
Controle do Fungo em meio Mineral 8,1 CtMF
Controle do Fungo em BD 4,6 Ct.BDF
Controle do Fungo em Tampé&o pH 7,5 8,2 CtTpF
Biotransformacdo em BD isento de células 6 BDBt
Biotransformag#o pelo fungo em Agua 7 ABt
Biotransformacéo pelo fungo em Tampé&o pH 7,5 1,7 TpBt
Biotransformacéo pelo fungo em meio Mineral 21,2 MBt
Controle do BD isento de células 5,2 CtBDBt

*Todas obtidas apés 2 dias de experimento a contar da adi¢do da molécula (exceto nos controles).

Nas figuras 13 e 14 estdo representadas as analises instrumentais da biotransformacao
da quercetina por Penicillium sp. 392 em meio liquido mineral, apdés 5 dias de crescimento
preliminar do fungo em BD e 2 dias de adi¢cdo da molécula (100 mg/100 mL). Foram
analisados por meio dos cromatogramas e respectivos espectros no UV (Figura 13) e

espectros de massas (Figura 13): a quercetina, como referéncia para as analises e o controle
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do fungo no meio mineral (CtMF), em comparacdo com a amostra de biotransformacgdo em
meio mineral (MBt) para confirmar se a formacdo dos picos, das possiveis substancias
derivadas era, de fato produto de bioconversdo da molécula, ou era do metabolismo fangico.
Na figura 13 podemos verificar, no primeiro cromatograma a Quercetina — 0 pico em
7,1 minutos indica esse substrato; no segundo cromatograma, o meio mineral cultivado 2 dias
pelo fungo (previamente crescido em meio BD por 5 dias) revela picos correspondentes a
substancias de seu proprio metabolismo; no terceiro cromatograma, a biotransformacéo da
quercetina pelo fungo (previamente crescido em BD por 5 dias) ap6s 2 dias de adicionado
junto com a molécula no meio mineral - 0 pico em 4,7 min corresponde ao possivel derivado
de biotransformacdo. Na figura 14, as mesmas amostras, mas apresentando os espectros de
massas - no Ultimo espectro esta destacado o ion de m/z 167 do possivel derivado de

biotransformacdo em meio mineral.
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Figura 13 - Espectros de UV (PDA) da biotransformacdo por Penicillium sp. 392 - Primeiro
cromatograma: amostra da quercetina - pico em 7,1 min; Segundo cromatograma:controle
negativo do fungo em meio mineral, — o pico em 1,38 minutos corresponde a um metabdlito
ndo identificado do fungo. Terceiro cromatograma: biotransformacdo da quercetina pelo
fungo em meio mineral-o pico em 4,7 minutos indica um possivel derivado. Abaixo 0s

respectivos espectros de absorbancia no UV, indicando os Ansx de cada pico principal das

amostras.
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Figura 14 — Espectros de massas (MS) da biotransformacdo por Penicillium sp. 392 -
Primeiro cromatograma: amostra da quercetina - pico em 7,1 min; Segundo cromatograma:
controle negativo do fungo em meio mineral, — 0 pico em 1,56 minutos corresponde a um
metabdlito ndo identificado do fungo. Terceiro cromatograma: biotransformacdo da
quercetina pelo fungo em meio mineral-o pico em 4,7 minutos indica um possivel derivado.
Abaixo 0s respectivos espectros de massas por MS, indicando cada pico principal das
amostras.

Na figura 15 estdo representadas as analises instrumentais da biotransformacdo da
quercetina por Penicillium sp. 392 do micélio em meio liquido mineral, apds 5 dias de

crescimento preliminar do fungo em BD e 2 dias de adicdo da molécula (100 mg/100 mL).
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Foram analisados por meio dos cromatogramas e respectivos espectros no UV (Figura 15) e
espectros de massas (que em decorréncia do equipamento ter apresentado problemas técnicos,
esse espectro ndo pode ser realizado e serd divulgado na versdo final deste trabalho): a
quercetina, como referéncia para as analises e o controle do fungo no meio mineral (CtMF),
em comparacdo com a amostra de biotransformacdo de com micélio em meio mineral
(MicMBt) para confirmar se a formagdo dos picos, das possiveis substancias derivadas era, de
fato produto de bioconverséo da molécula, ou era do metabolismo fungico.

Na figura 15 podemos verificar, no primeiro cromatograma a Quercetina — o pico em
7,1 minutos indica esse substrato; no segundo cromatograma, o meio mineral cultivado 2 dias
pelo fungo (previamente crescido em meio BD por 5 dias) revela picos correspondentes a
substancias de seu proprio metabolismo; no terceiro cromatograma, a biotransformacéo da
quercetina pelo fungo (previamente crescido em BD por 5 dias) ap6s 2 dias de adicionado
junto com a molécula no meio mineral com micélio - o pico em 8,6 min corresponde ao
possivel derivado de biotransformacdo. A massa correspondente a esse possivel derivado de

biotransformacdo em meio mineral é 306 u, determinada pelos resultados de RMN.
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Figura 15 - Espectros de UV (PDA) da biotransformacao por Penicillium sp. 392 - Primeiro
cromatograma: amostra da quercetina - pico em 7,1 min; Segundo cromatograma:controle
negativo do fungo em meio mineral, — o0 pico em 1,38 minutos corresponde a um metabdlito
ndo identificado do fungo. Terceiro cromatograma: biotransformacdo da quercetina pelo
fungo em meio mineral-o pico em 8,6 minutos indica um possivel derivado. Abaixo 0s
respectivos espectros de absorbancia no UV, indicando os Ansx de cada pico principal das
amostras.

5.4 Identificacdo por RMN dos derivados da quercetina obtidos por biotransformacéao
Os espectros de RMN 1D e 2D das amostras, com substancia majoritaria das fracoes,

identificadas, seguem.
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5.4.1 Identificacdo da substancia majoritaria das amostras MBt (fracdo 40% e 50%) e
MicMBt (fracéo 30%o)

As amostras MBt (biotransformagdo pelo fungo em meio mineral) e MicMBt
(biotransformacéo pelas enzimas do interior do micélio no meio mineral, apds dois dias de
incubacdo com 100 mg de quercetina), apresentaram através dos dados de RMN de 'H e de
3C (1D e 2D) o 3,4-dihidroxibenzoato de metila como molécula majoritaria. Esse resultado
da biotransformacdo de quercetina pelo Penicillium sp. 392 é coerente com os dados das
analises por HPLC-DAD/MS das mesmas amostras, que apresentaram um pico
cromatografico majoritario, correspondente ao ion de m/z 167, no modo negativo, de uma
substancia de massa 168 u. Essa massa € a propria massa molecular do 3,4-dihidroxibenzoato
de metila, cujo Amsx também é coerente com os observados nas Figuras 12 e 13.

No espectro de RMN de *H da amostra MBt, obtido em metanol foram observados
sinais de baixa e de alta intensidades, indicando a presenga de compostos minoritarios, porém
0s sinais correspondentes ao derivado da quercetina, 0s mais intensos, estdo bem definidos,
sem sobreposicdes, passiveis de serem identificados (Figura 16). Dentre os sinais de alta
intensidade foi observado um com deslocamento quimico em & 3,83, tipico de hidrogénios de
metoxila. Outros sinais foram observados na regido caracteristica de hidrogénios aromaticos,
em 6,69, 7,41 e 7,42. Estes sinais estdo dispostos na tabela 7, onde também estéo registrados
os deslocamentos quimicos de *C (Figura 17) e as correlagdes observadas no HSQC, HMBC

e COSY (Figura 18) para o 3,4-dihidroxibenzoato de metila.
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Tabela 4 — Atribuicdes de *H e °C do 3,4-dihidroxibenzoato de metila de amostra de
biotransformacéo* em comparacdo com os dados da literatura (Aminah et al., 2017)

C/H &y (mult.d COSY

Hz)
1
2 7,42,d, 1H
3
4
5 6,79,d, 1H 7,41
6 7,41, dd, 1H 6,79
Cc=0

MeO 3,83, s, 3H

3°C/HSQC

122,6
117,4
146,2
151,7
115,8
123,6

168,9
52,2

HMBC

123,6, 146,2

122,6, 146,2, 151,7, 168,9 fr
117,4,151,7, 168,9

122,6 fr, 168,9

3,4-dihidroxibenzoato de

metila
(Aminah et al., 2017)

oy (mult. I Hz) | 8C/HSQC

122,6
6,91(d, 2,4) 116,5

142,9

148,6
7,57(d, 7,6) 114,8
7,56(dd, 7,6; 123,8
2,4)

167,5
3,88 (9) 52,1

*Amostra MBt obtida de experimento de biotransformacéao da quercetina pelo Penicillium sp. 392.
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Figura 18 - Espectros de RMN de COSY (A), HSQC (B) e HMBC (C), a 500 MHz, em
MeOD. Amostra MBt da biotransformacéo da quercetina pelo Penicillium sp. 392 - principal

componente: 3,4-di-hidroxibenzoato de metila.
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O 3,4-dihidroxibenzoato de metila, representado na figura 19, é um éster metilico
resultante da condensacdo formal do grupo carboxi do &cido 3,4-dihidroxibenzoéico com
metanol. Esse &cido é um metabolito vegetal, derivado de algum acido membro dos catecois,
natural, encontrado em verduras, frutas, legumes e plantas medicinais (KAKKAR e BAIS,
2014). Também é conhecido como um éster do &cido protocatecuico (abreviado na literatura
como PCA, do inglés protocatechuic acid). E um antioxidante, agente neuroprotetor e possui
efeitos anti-inflamatdrios sobre células normais e cancerigenas, observados em estudo in vitro

e invivo (LIN et al., 2007).

CH,

Penicillium sp o

HO

OH

Quercetina

3,4-dihidroxybenzoato de metila

Férmula quimica: Cy5H,40; Formula quimica: CgHgO,

Peso molecular: 302,24 Peso molecular: 168,15

Figura 19 — 3,4-dihidroxi-benzoato de metila: substancia majoritaria obtida a partir da
biotransformacéao de Quercetina por Penicillium sp, em meio reacional mineral.

Considerando as atividades comuns existentes na literatura entre os tipos de
constituintes funcionais da molécula elucidada (3,4-dihidroxibenzoato de metila) e
comparando com as atividades descritas para quercetina, € possivel supor que a acdo da
quercetina no organismo vivo ndo seja exclusivamente proveniente dela mesma; talvez ela
sofra biotransformacdo depois de entrar em contato com o organismo, por exemplo, na sua

ingestdo, como ocorrem com xenobioticos, e seus derivados ajam no organismo, trazendo 0s
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beneficios atribuidos a ela (agdes antioxidante, anti-inflamatéria, inibicdo de produtos
glicados, etc...). Zenkevich et al., (2007) relatam, por exemplo, a oxidagdo da quercetina por
oxigénio do ar sob condi¢bes brandas, considerada uma das reacGes tipicas para este
composto e outros flavonoides. Eles observaram esse processo oxidativo ndo sé quando a
molécula é submetida a aquecimento, mas tambem em solugdes de bases fortes, em agua,
agua-etanol e solugdes basicas (pH ~ 8-10), a temperatura ambiente sem quaisquer
iniciadores radicais ou irradiacdo do meio reacional. Os autores sugerem que a oxidagdo pode
ser considerada um dos caminhos gerais de biotransformacdo da quercetina e de outros
flavondis e que este processo pode explicar as baixas concentragdes destes compostos no
sangue (pH = 7,4). Portanto, a oxidacdo da quercetina, enzimatica ou pelo oxigénio do ar,
pode ser o caminho inicial no presente experimento, seguindo-se a metilacdo do fungo e a
oxidacdo do derivado direto, ou seja do acido 3,4-dihidroxibenzdico, para a producdo do 3,4-
dihidroxi-benzoato de metila. Deve-se registrar que nas andlises dos controles contendo
apenas a molécula em meio mineral e sem a presenca do Penicillium sp. (392), esse derivado
ndo foi detectado. Ou seja, o 3,4-dihidroxibenzoato de metila proveniente da
biotransformacdo da quercetina s6 foi detectado nas amostras contendo o fungo na presenca
da molécula (Vide dados RMN e HPLC). Desse modo, no presente trabalho, ndo podemos
considerar que as substancias geradas sejam apenas produtos da oxidacdo de quercetina, haja
vista, que os controles contendo quercetina, sem a presenca do microrganismo, n&o

apresentaram oS mesmos compostos.

5.4.2 ldentificacdo da segunda substancia majoritaria da amostra MicMBt (fracdo 30%o)

A amostra MicMBt fracdo 30% (biotransformacédo pelo micélio no mesmo meio
mineral em que foi produzida a substancia anterior, obtida apds dois dias de incubagdo com

100 mg de quercetina), apresentou através dos espectros de RMN de *H e *C (1D e 2D) o
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acido 2-((3,4-dihidroxibenzoil)oxi)-4,6-dihidroxibenzoico ou Depsideo (figura 20), como
molécula majoritaria. Pela andlise dos dados foi possivel elucidar a segunda molécula
derivada da biotransformacao, pois a partir da biotransformacéo de quercetina por Penicillium
sp. 392 é possivel sugerir que esse Depsideo possa ser um derivado. Dentre os sinais de alta
intensidade foi observado um com deslocamento quimico em & 7,56. Outros sinais foram
observados na regido caracteristica de hidrogénios arométicos, em 4 6,24 e 6,32. Estes sinais
estdo dispostos na tabela 8, onde também estéo registrados os deslocamentos quimicos de *C
(Figura 23) e as correlagdes observadas no HSQC, HMBC e COSY (Figura 24). O perfis de
RMN apresentaram qualidade de pureza, comparados a seus respectivos controles; sinais de
baixa e de alta intensidades, porém bem definidos, sem sobreposicdes, passiveis de serem
identificados. Dentre os sinais de alta intensidade foram observados deslocamento quimicos
caracteristicos de grupos fenolicos.

A comparacéo de perfis de espectros de RMN da amostra com o controle é importante
para confirmar que esse produto ndo é, simplesmente, um produto de oxidacdo da quercetina,
haja vista que as condices de experimento contendo fungo e molécula em meio mineral, ja

colaboram para descartar essa hipotese.

Tabela 5 — Atribuicdes de °C e *H de o 2-((3,4-dihidroxibenzoil)oxi)—4,6-dihidroxiacido
benzoico ou Depsideo da amostra de biotransformacao™ .

C/H oy (MultJHz) COSY  8™C/HSQC  HMBC
7 6,24 d, 1H 104,5 101,4;154,8; 164,3; 172,0
6,32d, 1H 101,4 100,5; 104,5; 164,3; 166,2; 172,0
4 6,95d, 1H 7,56 1158 122,3;1458; 151,4; 165,5
3 7,56 dd, 1H 6,95 124,1 117,7;1458; 151,4; 165,5
3 7,60d, 1H 117,7 122,3;124,1; 145,8; 151,4; 165,5

*Amostra MicMBt obtida de experimento de biotransformacdo da quercetina pelo Penicillium sp.
392.

Os Depsideos sdo ésteres de duas ou mais unidades de acidos hidroxibenzoicos e esta

relacionado as depsidonas, que derivam, biogeneticamente, dos depsideos através de
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acoplamento oxidativo intra-molecular e ja foram descritos como metabdlitos secundarios de
liquens e plantas (CARRAZZONI, 2003; TRANCHIMAND et al., 2008). A literatura ndo
relata, até o presente, atividades bioldgicas relacionadas a esse tipo de substéncia, mas o
associa ao catabolismo enzimatico de flavondides, principalmente quando sintetizado
quimicamente (TRANCHIMAND et al., 2008).

OH
OH

Penicillium sp. OH 0]
—_—

OH

OH O

OH O
2-((3,4-dihidroxibenzoil)oxi)—4,6-dihidroxiacido benzoico
Férmula quimica: C,;4H,,Og
Peso molecular: 306,23

Quercetina
Férmula quimica: C;5H;(O,
Peso molecular: 302,24

Figura 20 - 2-((3,4-dihidroxibenzoil)oxi)—4,6-dihidroxi 4acido benzoico: substancia
majoritaria obtida a partir da biotransformacdo de Quercetina por Penicillium sp. 392, em
meio reacional mineral, em presenca de micélio — fracdo 30%.

Considerando as reagdes decorrentes do consumo de quercetina por Penicillium sp.
392 foi possivel propor um mecanismo onde esta representada cada etapa dessa
biotransformacdo, incluindo o processo oxidativo da quercetina ionizada, a hidrélise que
resulta na formacgdo do PCA e a metilagdo deste (Figura 21). Zenkevich et al., (2007) relata
algo semelhante para quercetina, com varias predi¢cdes de mecanismo, mas com oxidacéo pelo

oxigénio do ar, o que difere da perspectiva do presente trabalho.
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Quercetina ionizada
Meio alcalino

-CO
+H*
OH
OH
CH, OH
o~ o)
OH
(0] Metilagdo Hidrolise OH 0]
ﬁ *—
H
HO o
OH OH O
. . . o OH
3,4-dihidroxibenzoato de metila PCA 2-((3,4-dihidroxibenzoil)oxi)-4,6-dihidroxiacido benzéico

Figura 21 - Representacdo do mecanismo proposto para reacdo decorrente dessa
biotransformacdo, incluindo o processo oxidativo, hidrolise e metilacdo, produzindo as
substancias 2-((3,4-dihidroxibenzoil)oxi)-4,6-dihidroxi &cido benzoico e 3,4-dihidroxi-
benzoato de metila, a partir da biotransformacao de Quercetina por Penicillium sp. 392, em
meio reacional mineral.

A Quercertina pode atuar como um modificador epigenético, a interacdo planta-
microrganismo pode influenciar a expressdao de algumas vias biossintéticas, por isso é
importante avaliar e identificar os possiveis efeitos de inibidores em modificadores
epigenéticos, pois em alguns casos, esse modificador pode ndo estar apenas induzindo a
expressdo ou ativacdo de vias, mas também pode sofrer biotransformacfes (Menéndez et al.,
2016). Isso e valido e deve ser considerado, pois os controles analisados por RMN,
demostram que amostras contendo quercetina sem a presenca de microrganismos ou contendo
apenas meio, ndo apresentaram as substancias descritas nas biotransformacdes, o que
corrobora a existéncia de um mecanismo presente de bioconversdo desta molécula por

Penicillium sp. (Figura 22).
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Figura 22 - Comparacao entre espectros de RMN de 1H das amostras MicMBt fracdo 30%,
MBT e seus controles quercetina e meio reacional sem quercetina a 500 MHz.

Figura 23 — Espectro de RMN de H* da amostra MicMBt a 500 MHz, em Acetona

1H_30
AMOSTRA: 1304
SOLY. Acefona
OF kidney

- 50%

"NMR-367-19_KETLEN OHSE" 11 1 C:WUsersib\Desktop\RMN

 ¥5e
ioss
| %

[ref]

0 [ppm]

HSE" 2 1 CiWUsers'b\Desktop\RMN T
¢ F=
Lo
roos oo - Fuoum o A
s8Ry 8% ¢ INSYE  8E = +« F
O =T W - T W00 Moy — w0 — o
Fa8= a8 & “888& &% s s 2
=T = AR ] o = « =1 -
k-0 W W wnw = NN~ — oo -
Cege @w T gd8-C ce 5 s |
bSO R TRTEEE -3
[ ©
©
[ e
=
[ e
o
[ e
Ll " l.\ ,“ | i | o
L bt S
1 T T T T T T
150 100 50 [ppm]

Figura 24 — Espectro de RMN de C* da amostra MicMBt fracdo 50% a 500 MHz, em

Acetona.
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Figura 25 - Espectros de RMN de COSY (A), HSQC (B) e HMBC (C) da amostra MicMBt a
500 MHz, em Acetona. E possivel confirmar as correlacdes existentes entre os atomos e que
foram descritas e utilizadas para elucidar o derivado obtido a partir da biotransformacéo de
quercetina por Penicillium sp. 392: 2-((3,4-di-hidroxibenzoil)oxi)—4,6-di-hidroxi acido
benzoico ou Depsideo.

E possivel inferir que ambas as substincias foram provenientes de dois tipos de
biotransformagdes: intracelular e extracelular. Na intracelular o processo de bioconverséo

pode ter ocorrido por difusdo ou englobamento do substrato pelo microrganismo, seguindo-se
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0 seu metabolismo e a obtencdo das substancias. Esse aspecto foi visivel no experimento em

24h e 48h, comparando as biotransformacgdes em meio mineral, meio tampdo e os controles de

meio mineral com fungo e meio mineral com molécula sem fungo (Figura 24).

MP Bt 24h

l
’
’ '
_‘
Mmol CT 48h . MP Bt 48h
TR 4 3
‘ ' 0073
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Figura 26 - Comparacdo entre as biotransformacgdes, com diferentes meios e os controles.
Demonstrando a visibilidade de quercetina no experimento, em meio mineral e meio tampao,
com presenca de células — micélio; e meio mineral sem células, onde: MP_Bt_24h ¢ a
biotransformacdo em meio mineral com células e quercetina apés 24h; MP_Bt 4h é
biotransformacdo em meio mineral com células e quercetina ainda em suspensdo ap6s 4h;
MP_CT_24h é Controle de fungo em meio mineral; Mmol_CT_48h é controle de meio
mineral com quercetina apés 48h; MP_Bt 48h é biotransformacdo em meio mineral com
células e quercetina ap6s 48h, indicando que a molécula ndo estd mais em suspensdo;
Tp_Bt_48h é a é biotransformacdo em meio tampdo com células e quercetina apds 48h,
indicando que a neste meio ainda ha molécula em suspenséo.
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5.5 Analise das biotransformacdes na inibicdo da formacéo de (AGES) in vitro

Os produtos finais da glicagédo avancada constituem grande variedade de substancias
formadas a partir de interagBes amino carbonilo, de natureza ndo-enzimatica, entre aglcares
redutores ou lipideos oxidados e proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucléicos. Dada a
importancia de se estudar fontes naturais de inibidores de formacdo de AGEs e considerando
também que Rutina é descrita como um antiglicante natural, podendo agir nas fases iniciais e
tardias da glicagdo competindo por aminogrupos, atenuando a glicoxidacdo e/ou estresse
oxidativo pelo sequestro de radicais livres (SEARA et al, 2008). Apds as analises quimicas,
verificou-se que algumas das réplicas bioldgicas das biotransformacBes de Quercetina pelo
endofitico Penicillium sp, 392, apresentaram maior atividade antiglicante considerando testes
envolvendo diferentes extratos de amostras que foram biotransformadas ap6s 48 horas de
inéculo, comparadas com o padrdo aminoguanidina e controles de amostras com fungos e

isentas de quercetina (Tabela 6).

Essa comparacdo entre amostras que tinham a presenca de quercetina, molécula usada
como substrato para o fungo e que foi metabolizada, com grupos controles contendo apenas
meio mineral (A), meio mineral e fungo isento de molécula (B) e meio mineral com molécula
(C), é importante para verificar que as atividades descritas nos bioensaios podem ser
efetivamente dos possiveis derivados dos extratos biotransformados, cujas fraces analisadas
apresentaram promissor potencial antiglicante. Entretanto, apenas o isolamento dessas fracdes
podera confirmar se o derivado obtido como substancia isolada também apresentara essa

atividade.

De acordo com os resultados obtidos, as amostras na concentragdo 100 pg/mL néo
mostraram inibicdo maior do que 50% pela via oxidativa. Entretanto, as amostras 1,2,7,10,12
e 13 mostram atividade promissora nesta concentracdo. Na concentragdo que inibe 50% de

AGEs (CI150), podemos observar que a amostra 7 (MicMBt) (11+0,75 pg/mL) e a amostra 12
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(MBt) (17,17+0,51 pg/mL) apresentaram maior atividade que o propria aminoguanidina
(28,6£1,35 pg/mL), que foi o padrdo usado neste bioensaio. A amostra 12 (MBt), refere-se a
substancia 3,4-di-hidroxibenzoato de metila ou PCA (Acido Protocatecuico), identificada
quimicamente por RMN 1D e 2D, conforme descrito no sub-item 5.3.1. Enquanto a amostra
7 (MicMBt) refere-se a substancia identificada como 2-((3,4-di-hidroxibenzoil)oxi)—4,6-di-

hidroxi acido benzoico ou Depsideo, conforme sub-item 5.3.2.

Tabela 6 — Niveis de atividade antiglicante in vitro por via oxidativa e ndo oxidativa dos
extratos de amostras biotransformadas

100ug/mL Via Oxidativa Glioxal Via N&@o Oxidativa Frutose
% inibicdo % inibic&o CI 50 pg/mL
Media/Desvpad Media/Desvpad Media/Desvpad
1 10,31+2,53 73,34+1,22 60,63+0,59
2 5,69+1,76 67,19+0,62 61,93+1,01
3 25,97+1,89 0,14+3,75
4 13,40+4,15 35,88+22,00
5 0,84+0,76 0,40+8,53
6 0,03+1,86 0,36+2,46
7 (MicMBt) 40,82+1,20 68,42+1,18 11,00+0,75
8 19,43+5,82 0,58+2,34
9 0,87+2,96 5,67+2,14
10 29,20+0,88 66,97+2,08 29,80+0,26
11 0,92+2,44 2,15+3,55
12 (MBt) 49,71+1,95 60,0245,31 17,17+0,51
13 15,99+3,02 67,28+0,36 30,73+0,83
14 19,92+0,39 0,69+2,09
Quercetina 84,95+0,26 = e e
Aminoguanidina = ------ 77,4412 15 28,60+1,35

A glicagdo é uma reacdo ndo enzimatica irreversivel que forma os produtos finais da
glicacdo avancada (AGEs), estes AGEs sdo altamente reativos que podem modificar as
estruturas das proteinas alterando sua funcdo. Este processo acontece por duas vias: a via
oxidativa e a via ndo oxidativa. Os resultados alcangados neste trabalho foram melhores na

via ndo oxidativa, e por isso as curvas existentes foram apresentadas apenas para esta via,
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demonstrando que hé possivel relagdo de atividade bioldgica desses derivados como agentes

antioxidantes, protegendo células do estresse oxidativo (SINGH et al., 2014).

Em um estudo realizado por Al-Musayeib et al. (2011), sobre as atividades bioldgicas
e triagem farmacologicas de constituintes fendlicos de uma planta (Cordia sinensis), sendo
um desses constituintes isolados, o 3,4-di-hidroxibenzoato de metila, os autores também
descreveram essa substancia (isolado de planta como metabdlito secundario) com
caracteristica inibitoria para glicacdo (68% de inibicdo), potencial antioxidante provavelmente
devido a maior lipofilicidade, que é um fator principal na neutralizacdo da lipoperoxidagédo
(REIS et al., 2010) e anti-inflamatdrio (55% de inibicéo). E possivel que haja uma relacio
entre 0s processos de oxidacao e antiglicacdo de substancias fendlicas, assim como ocorrem

em alguns flavonodides (RAHBAR e FIGAROLLA, 2003).

O 3,4-di-hidroxibenzoato de metila ou PCA é um composto fendlico com algumas
atividades biol6gicas descritas: antioxidante (AMINAH et al, 2017), anti-inflamatdria e
citotoxicidade (AMEERAMJA e PERUMAL, 2016). No entanto, ndo ha relatos de sua
interacdo direta ou contribuicdo como inibidor de produtos glicados provenientes de estudos

com biotransformacao associados a Penicillium e quercetina.

Para a segunda substancia majoritéaria, 2-((3,4-di-hidroxibenzoil)oxi)-4,6-di-hidroxi
acido benzoico ou Depsideo, produto da biotransformacdo em meio liquido ou enzimatico,
isento de células, a literatura néo relata, até o presente, dados que demonstrem ou confirmem
o resultado que estdo apresentados nesta pesquisa, quanto ao potencial de inibicdo de produtos
glicados. No entanto, por se tratar também de um composto fenolico, fundamenta-se nisso,
que o depsideo pode ser considerado neste aspecto, como um possivel antioxidante que

carrega as mesmas caracteristicas do PCA, devido a sua estrutura quimica, pois depsideos sdo
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ésteres de duas ou mais unidades de &cidos hidroxibenzoicos e estdo relacionados a

acoplamentos oxidativos intramoleculares (VIEIRA et al., 1998; CARRAZZONI, 2003).

Desse modo, os resultados dos testes in vitro para esta atividade no presente trabalho,
indicam que as amostras MBt (60% de inibicdo) e MicBt (68% de inibicao), respectivamente
Depsideo e PCA, apresentaram potencial de inibicdo contra produtos de glicacdo, quando

comparados ao padrdo aminoguanidina (Figura 27).
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Figura 27 — A: curva de diluicdo da amostra 7 (MicMbt) - extrato biotransformado do micélio
em meio mineral. Resultados expressos em média e desvio padrdo (R?=0,9988); B: curva de
diluicdo da amostra 12 (Mbt) - extrato biotransformado da amostra liquida isenta de células,
em meio mineral. Resultados expressos em média e desvio padrdo (R?=0,9925); C: curva de
diluicdo da aminoguanidina, padrdo utilizado nessa reagdo (R*=0,9907).
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Tal resposta biologica requer importante interesse de continuidade em ensaios in vivo,
a fim de demonstrar o mesmo que resultou das analises dessas fragdes in vitro, confirmando e
ainda, procurando formas de potencializar essas atividades inerentes a essas

biotransformaces, considerando suas classes de compostos quimicos.

5.6 Atividade anti-inflamatoria in vitro

Assim como nos ensaios de inibicdo de produtos glicados, as duas susbtancias
majoritarias: MBt (3,4-di-hidroxibenzoato de metila ou PCA) e MicMBt (2-((3,4-di-
hidroxibenzoil)oxi)-4,6-di-hidroxi acido benzoico ou Depsideo), provenientes das
biotransformacbes, foram testadas quanto sua atividade anti-inflamatoria in vitro, para
verificar a viabilidade celular e a citotoxicidade. As analises indicaram que ambas as

substancias apresentaram bons resultados e estdo descritos a seguir.

5.6.1 Ensaio de Viabilidade celular: Brometo tiazolil azul de tetrazolio (MTT) e

Determinacéao de nitrito (NO,)

Para o teste de viabilidade celular (MTT) das fracGes dos derivados obtidos da
biotransformacdo de quercetina por Penicillium sp. (392) sobre a viabilidade de macr6fagos,
onde células viaveis com metabolismo ativo convertem o reagente MTT em um produto de

coloracdo roxa, enquanto células mortas ndo séo capazes de realizar essa converséo.

Utilizando concentragdes que variaram entre 1,56 a 50 ug/mL, a exposicéo das células
as fragdes de extratos testados, aumentou a viabilidade celular na concentragdo de 50 pg/mL.
A viabilidade celular foi superior a 90%, principalmente nas amostras BDBt, ABt, TpBt, MBt

(Figura 28).
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Figura 28 — Teste de viabilidade celular (MTT) - Efeito das fracdes dos derivados obtidos da
biotransformacdo de quercetina por Peniclillium sp. (392) sobre a viabilidade de macréfagos
J774A.1 avaliado pelo método do MTT. (A) BDBt; (B) ABt; (D) BDBt, ABt, TpBt, MBt,
CtBDBt, MicMBt, CtMF, CtBDF (na concentracdo Unica de 50 pug/mL) e (E) BDBt, ABt,
TpBt, MBt (cujas amostras foram as mais viaveis). As células foram incubadas com as
fracOes/extratos por 24 h. Os valores correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos
independentes, em triplicatas. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo
por ANOVA (analise da variancia) seguido por teste de comparacdo multipla Tukey.

Os extratos fracionados das biotransformacdes e seus controles foram avaliados
quanto a capacidade de inibicdo da producdo de NO® em linhagem de macréfago murino
J774A.1 ativado com 1 pg/mL de LPS. Os compostos MicMBt, CtMF, CtBDF, BDBt, ABt,
TpBt, MBt, CtBDBt, MicMBt, CtMF e CtBDF foram testados nas concentracgdes de 6.2, 12, 25 e
50 pg/mL e utilizado como controle positivo o LPS, como controle negativo o farmaco padrao

Dexametasona.
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As amostras MicMBt e CtMF apresentaram capacidade de inibicdo da producdo de
Oxido nitrico nas concentragdes de 6,2, 12, 25 e 50 ug/mL (p<0.05 ¢ p<0.001), onde o
potencial de inibicdo registrado para MicMBt foi 42,43562 * 6,065021 umol/L, enquanto que
na concentracdo de 6,2 ug/mL ndo houve inibicdo de NO" quando comparados ao padréo
Dexametasona e controle LPS, demonstrando que ndo houve indicativo de efeito citotdxico e

que tal efeito e realmente de cada substancia amostral testada (Figura 29).
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Figura 29 - Teste de determinacdo de nitritos - Efeito das fracbes dos derivados obtidos da
biotransformacdo de quercetina por Peniclillium sp. 392 na producdo de NO em macr6fagos murino
J774A.1 estimulados com LPS. (A) MicMBt; (B) CtMF; (C) CtBDF; (D) BDBt, ABt, TpBt, MBt,
CtBDBt, MicMBt, CtMF, CtBDF (na concentragdo Unica de 50 pg/mL); (E) BDBt; (F) ABt. A
quantificacdo de nitrito foi mensurada em sobrenadantes de macréfagos murinos J774A.1, apés
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estimulado com 1 pug/mL de LPS utilizando reagente de Griess. Cada valor é a média £ E.P.M. de trés
experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada usando o teste de comparacGes
maultiplas Tukey — p < 0,05, qguando comparado ao controle (com LPS).

Portanto, verificou-se que dentre as amostras testadas, cuja mediaxzDP indicam
inibicdo celular, BDBt (115,7383 + 3,578966), ABt (91,495 + 8,534807) , TpBt (93,58096 +
12,78057) e MBt (91,54391 + 11,1822) foram viaveis, apresentando atividade anti-
inflamatdria superior a 90%. Todas essas amostras sdo resultantes de biotransformacdes em
meio liquido isento de células, que correspondem a biotransformacédo extracelular (caldo
enzimatico com metabolicos dos fungos). Os valores, quando comparado ao grupo controle
negativo indicaram confiabilidade de 95%.

O éster identificado no presente trabalho, 3,4-di-hidroxibenzoato de metila é descrito
com alguns efeitos farmacoldgicos, tais como: atividades antioxidantes, antitumorais e anti-
inflamatérias (KAKKAR e BAIS, 2014). E considerado inibidor da producdo de citocinas
inflamatdrias induzidas por LPS em macrofagos e supressor da ativacdo funcional de células
dendriticas humanas (DEL CORNO et al.,, 2014). Além disso, possui efeitos anti-
inflamatdrios nos HGFs estimulados por LPS através da inibicdo da citocina inflamatoria 1L-6
e da quimiocina IL-8, podendo ser um agente terapéutico para doenca periodontal (WANG et

al., 2015).

5.7 Atividade antimicrobiana

Como ndo existe um padrdo sobre o nivel aceitavel para determinar a eficacia de
extratos utilizou-se como critério para a determinagédo da atividade antimicrobiana a presenca
de halo de inibicdo igual ou superior a cinco milimetros (AL-HEBSHI et al, 2006;

OSTROSKY et al, 2008) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Critério de avaliacdo da atividade antimicrobiana, pelo método de difusdo em agar.

Diametro (mm) Resultado
Acima 20 Boa atividade
Entre 15 a 20 mm Moderada atividade
Entre 5a 15mm Pouca atividade

Auséncia do halo Inativo

De acordo com os resultados obtidos, algumas amostras apresentaram atividade na
concentracdo testada 3mg/mL no teste de difusdo em agar (Tabela 8 e 9), considerada
atividade baixa. Considera-se para cada amostra a identificagdo seguinte: BDBt, CtMF,
MicMBt, MicBDBt, BDBt, MBt, CtTF.

Tabela 8 - Resultados das amostras, testadas frente as bactérias Gram-negativas.

Tipo Amostras  E. coli K. S. P. putida S. entérica
(Butantd) pneumoniae marcescens (oralis) Choleraesuis

BDBt
CtMF
MicMBt
EXTRATOS MicBDBt
BDBt
MBt 8mm

CtTF
TIENAM 54,66+0,57 25,66+0,57 36,66+0,57 25,66+0,57 33,66+0,57

Tabela 9 - Resultados das amostras BDBt, CtMF, MicMBt, MicBDBt, BDBt, MBt, CtTF,

testadas frente as bactérias Gram-positivas.

Tipo Amostras  B.subtilis (CT) E.faecalis S.mutans L. monocytogenes S. aureus
BDBt
CtMF
MicMBt 101,00 9,330,57 9+1,00
EXTRATOS MicBDBt
BDBt 8mm
MBt 12mm 6mm 10mm
CtTF

TIENAM 27,66+0,57 30,66+0,57 19,66+0,57 47,66+0,57 27,66+0,57
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Desse modo, é possivel constatar que as amostras MicMBt, MBt e BDBt,
apresentaram atividade na concentracdo testada 3 mg/mL no teste de difusdo em agar,
indicando potencial antimicrobiano para as substancias principais e majoritarias, produtos das
biotransformacges, tanto em presenca de micélio, quanto no caldo enziméatico composto de

metabdlitos secundarios.

Semaming et al. (2015) descrevem efeito antimicrobiano para que experimentos in
vitro realizados por Liu et al., (2008) e Yin e Chao (2008), onde o acido protocatecuico
(PCA), precursor do éster 3,4-di-hidroxibenzoato de metila, age contra bactérias gram-

positivas e gram-negativas.

Além disso, acredita-se que essa capacidade de inibir o crescimento bacteriano,
aumente os efeitos sinérgicos dos antibioticos e dessa forma reduz a resisténcia aos farmacos.
Tais atividades antimicrobianas tém sido propostas como aplicagdes promissoras tanto na
protecdo da salde quanto na preservacdo de alimentos, pois atua diminuindo a oxidacao
lipidica, a fim de evitar doengas de origem alimentar (JAYARAMAN et al., 2010; YIN e
CHAO, 2008).
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CONCLUSOES

e Dentre os ascomicetos testados, o fungo do género Penicilium foi escolhido para a
biotransformacdo da quercetina porque apresentou as melhores condi¢des nos testes
preliminares de screening para continuidade da biotransformacao.

e Os melhores parametros para a biotransformacao da quercetina pelo Penicilium sp.
(392) foram: o meio mineral, ap6s dois dias de inducdo da molécula, pH 7,5; tempo e
temperatura de agitacdo de 24h a 48h ap6s adicdo de quercetina, em 28 °C e 120 rpm;
tipo de meio; concentragdo do substrato quercetina no meio (100 mg/100 mL); nivel
de aglcar no meio de cultivo reduzido em 1/4; nivel de quantidade de células nos
meios (18x10® UFC/mL, aproximadamente) e cultivo a partir de suspensdo de
conideos por cinco dias ou antes que os micélios esporulem.

e As fragBes mais purificadas apresentaram baixa atividade antimicrobiana e citotoxica
e elevado potencial antiglicante e anti-inflamatério em modelos in vitro.

e A partir da biotransformacdo da quercetina por Penicillium sp. 392, um endofitico
isolado na Amazonia, foram identificadas as substancias 3,4-di-hidroxibenzoato de
metila, um éster do &cido protocatecuico (PCA) e 2) 2-((3,4-di-hidroxibenzoil) oxi) —
4,6-di-hidroxi acido benzoico.

e A linhagem utilizada na biotransformacdo estd em processo de identificacdo
molecular;

e Foi a primeira descri¢do de acdo da bioconversdo da quercetina por Penicillium sp.,

um fungo endofitico isolado na Regido Amazonica.
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ANEXO 1

Biotransformacéo (Protocolo adaptado de VASCONCELOS e colaboradores, 2015 —
Departamento de Quimica da UFCE - http://dx.doi.org/10.5935/0103-5053.20150070)

Cultivar os fungos por 5 dias em placa de petri contendo meio BDA.

1- Separar cerca de 5 fragmentos (5 mm de diametro) dos fungos cultivados em placas e
transferi-los para os frascos de erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de caldo de batata
dextrose (249 L -1), com reducdo de agucar pela metade;

2- Cultivar os fungos em condigdes estaticas a temperatura ambiente (25 °C), em BOD até
que a taxa de agucar caia a zero (medicao diaria com a fita universal);

3- Separar 0 micélio do meio liquido por filtracdo a vacuo, em membrana de celulose de
porosidade de 0,45 um ou 0,22 um. Observar a partir do item 9, o procedimento para 0 meio
liquido (isento de células).

4- Transferir os micélios para novos frascos de erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de
solugéo tampao de fosfato pH 8;

5- Adicionar o composto ou molécula (10 mg por erlen, para Rutina e Quercetina e 5 mg por
erlen, para Estigmasterol) aos frascos, exceto em 1 frasco das réplicas, que sera o
CONTROLE SEM MOLECULA). Parao CONTROLE DO TAMPAO com a molécula e sem
o fungo usar apenas 2 mg de cada molécula.

6- Submeter esses erlens a agitacdo (120 rpm a 28 °C), por um periodo de 2 a 10 dias. Esse
periodo dependera do acompanhamento por Espectrometria de massas ou por CCD a cada
24h, em insercdo direta (para cada molécula: diluir em 80 pL de metanol uma aliquota de 20
pL de um dos frascos e 20 pL do controle sem molécula e comparar). Encerrar a reagdo ao
verificar o consumo da molécula e reunir as réplicas de cada tipo de amostra;

7-Filtrar novamente o micélio, a vacuo em membrana milipore em membrana de celulose de
porosidade de 0,45 um ou 0,22 um. Lavar o micélio com metanol e guardar esse metanol de
lavagem para posterior analise;

8- Particionar separadamente os liquidos de reacdo e os controles com Acetato de Etila
(AcOEt) (3x 1/3 do volume de cada amostra aquosa a particionar), apos adi¢do de NaCl (30 g
por 100 mL). Secar a fracdo AcOEt com Sulfato de Sédio anidro (Na,SO,), filtrar em papel
de filtro e concentrar;

9- Para 0 Meio liquido Isento de Celulas: apés separacdo do micélio, acrescentar aos frascos
contendo o meio, 5 mg de cada molécula aos frascos, exceto em 1 frasco das réplicas, que
sera o controle do meio sem molécula). Seguir 0s passos 6 e 8.

10- Submeter tudo a analise por espectrometria de massas. Utilizar o modo negativo para
Rutina e Quercetina e modo positivo e negativo para estigmasterol.
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Resumo: Os microrganismos contribuem diretamente para a economia mundial. Portanto, a
medida que novos microrganismos sdo isolados em todo o mundo, muitos substratos séo
utilizados, dando surgimento a novos produtos. Por isso, o potencial total dos microrganismos
estd longe de ser alcancado. Os ascomicetos filamentosos sdo interessantes em pesquisa
devido ao coquetel de enzimas que podem produzir quando induzidos. Sua relevancia é
enfatizada ainda mais por ser considerando como substrato econémico. O uso de fungos
endofiticos em biotransformac6es € um campo promissor, pois pode gerar um metabdlito de
farmacos ja existentes e/ou de novas entidades quimicas. Visto que o mercado mundial ndo
cessa em lancar novos farmacos, se faz necessario novas metodologias para geracdo de seus
metabolitos. Nesse sentido, apresentamos informacgdes sobre o envolvimento ou utilizacédo de
ascomicetos em biotransformac@es, pois ha poucos relatos dessa relacao.

Palavras-chave: fungos endofiticos, bioconversao, farmacos.

1. Introducéo

Os microrganismos, como
biocatalisadores metabolicamente
versateis, desempenham um papel crucial
na sociedade atual, onde uma variedade de
produtos incluindo enzimas, antibioticos,
acidos organicos e alimentos humanos sao
produzidos com sucesso [1]. Assim, 0s
microrganismos contribuem diretamente
para a economia mundial. Portanto, a

medida que novos microrganismos Ss&o
isolados em todo o mundo, muitos
substratos sdo utilizados, dando surgimento
a novos produtos. Por isso, o potencial
total dos microrganismos esta longe de ser
alcancado.

Os fungos filamentosos, como 0s
pertencentes  aos  Zygomycetes e
Ascomicetos, apresentam grandes
contribuigcdes em setores industriais, como
0 de alimentos e produtos farmacéuticos.


mailto:ketlenohse@gmail.com

Os Ascomicetos para a biotecnologia
branca podem ser rastreados até a
producdo de antibioticos por Penicillium
chrysogenum, que juntamente com
Aspergillus oryzae, estdo entre os mais
estudados fungos filamentosos em escala
industrial [1].

Os substratos para producéo
industrial de produtos de valor agregado
por ascomicetos incluem principalmente
acucares refinados. Portanto, ha interesse
crescente em usar outros substratos mais
econdmicos, como materiais de residuos
industriais principalmente com base nestes
residuos e lignocelulésicos; por isso,
considera-se que 0s ascomicetos podem
potencialmente desempenhar um papel
crucial como biocatalisador central nestas
"biorefinarias de residuos”, dada a sua
capacidade de produzir enzimas que
podem quebrar essas estruturas
recalcitrantes [2].

O uso de ascomicetos, cuja
biomassa, normalmente é rica em proteinas
e lipidios, pode representar outro produto
de valor agregado na biorefinaria, pois seu
crescimento filamentoso permite a geragao
de uma biomassa, comparado ao uso de
microrganismos unicelulares, onde ndo
ocorre 0 mesmo, facilitando a separacdo do
meio [3].

2. Potencial enzimatico de Ascomicetos e
Biotransformacao

Os ascomicetos filamentosos sdo
interessantes em pesquisa devido ao
coquetel de enzimas que podem produzir
quando induzidos. Sua relevancia é
enfatizada ainda mais por ser considerando
como substrato econdmico. Os produtos de
valor agregado sdo, em maioria, de
celulose ou substratos a base de amido.
Durante a ultima década, utilizava-se
apenas algumas enzimas lignoceluloliticas,
nomeadamente celulases ou xilanases. E
importante ter uma visdo geral de
diferentes substratos e parametros de
cultivo para uma producdo melhorada
destas enzimas lignoceluloliticas, uma vez
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que dominam O recente uso em pesquisa
nesta area. Fungos filamentosos tém
vantagem sobre microrganismos
unicelulares, como bactérias e leveduras
devido ao seu sistema enzimatico
extracelular acoplado com penetracdo de
hifas [4].

Os ascomicetos também podem ser
usados para o isolamento de celulases e
enzimas relacionadas, mantendo atividades
enzimaticas elevadas que podem servir em
diversos setores industriais. As celulases
podem ser utilizadas em industrias téxteis,
papel e celulose, alimentos e racdo animal,
combustivel, quimica, gestdo de residuos e
industrias farmacéuticas [5].

A producéo industrial de celulases é
atualmente dominada por Trichoderma
spp. e Aspergillus spp. Os ascomicetos sdo
indiscutivelmente biocatalisadores
potenciais para a conversdo de muitos
residuos em produtos de valor agregado.
Sua capacidade de sintetizar enzimas para
a degradacdo de materiais a base de
lignocelulose provavelmente dard grande
atencdo pela comunidade cientifica para a
producdo de &cidos organicos, etanol e
enzimas, uma vez que sdo 0s substratos de
primeira escolha para processos mais
baratos [6].

No Brasil, pais com uma das
maiores biodiversidades de plantas do
mundo, existe pouco relato sobre trabalhos
quimicos envolvendo substancias
produzidas por fungos endofiticos e
biotransformacdo  envolvendo  fungos.
TransformagBes microbianas  (também
conhecidas por biotransformacGes ou
bioconversfes) sdo reacOes de compostos
organicos catalisadas por microrganismos.
E claro que os verdadeiros catalisadores
destas reacOes sdo as enzimas sintetizadas
pelas células desses microrganismos [7]. E
¢ neste contexto que se classifica
biotransformacao como conversoes
quimicas catalisadas por enzimas ou
microrganismos sobre substratos nao
naturais.

As vantagens do uso das enzimas
na obtencao de produtos de



biotransformagdo podem ser enumeradas:
1- as enzimas sdo catalisadores muito
eficientes; 2- as  enzimas  sdo
ambientalmente aceitaveis (degradaveis);
3- trabalham em condigBes reacionais
suaves; 4- possuem uma alta tolerancia a
substratos; 5- podem catalisar um largo
espectro de reacdes [8].

Alguns bitocatalisadores podem
realizar reacOes impossiveis de se obter em
quimica orgéanica, principalmente quanto
as suas seletividades, tais como:
quimiosselelividade, onde algumas
enzimas podem reagir com um Unico grupo
funcional, mesmo na presenca de outros
grupos quimicos reativos. Isto leva a
produtos reacionais mais  “limpos”,
facilitando o processo de purificacdo;
regiosseletividade e diastereosselelividade,
em que, devido a sua estrutura
tridimensional complexa, as enzimas
podem distinguir entre grupos funcionais
que estdo quimicamente situados em
diferentes regibes da mesma molécula
substrato [9]; enantiosselelividade, onde
quase todas as enzimas sdo formadas de L-
amino &cidos e portanto sdo catalisadores
quirais e como consequéncia, qualquer tipo
de quiralidade presente na molécula
substrato é "reconhecida™ na formacdo do
complexo enzima-substrato. Dessa forma,
um substrato  pré-quiral pode  ser
transformado em um produto opticamente
ativo e ambos os enantibmeros de um
substrato racémico podem reagir a
velocidades diferentes [8].

A molécula de um determinado
composto € modificada por transformacoes
de grupos funcionais, com ou sem
degradacdo do esqueleto carbdnico. Estas
alterac@es resultam na formacéo de novos
produtos Uteis que sdo dificeis ou
impossiveis de serem obtidos por
processos quimicos convencionais.
Frequentemente, as reacoes de
biotransformacfes sdo estereosseletivas,
produzindo grande variedade de produtos
de alto wvalor agregado, ou seja,
intermediédrios de farmacos, farmacos,
ingredientes  alimentares, produtos e
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intermediarios  agroquimicos,  dentre
outros. A biotransformacdo tem sido uma

ferramenta  alternativa com  grande
potencialidade, especialmente para
desenvolvimento de tecnologias

sustentaveis, como a quimica verde, na
producdo de produtos quimicos e farmacos
[10].

Por outro lado, o wuso de
biocatalizadores, principalmente quando
trata-se de microrganismos, apresenta
ainda muitas duvidas sobre o seu completo
entendimento. Isto deve-se em parte ao uso
recente  de suas aplicacbes e a
complexidade que os sistemas biolégicos
apresentam. Muito ainda falta para elucidar
sobre os mecanismos de biotransformacdo,
as enzimas envolvidas nestes processos e
sobre a fisiologia dos microrganismos
utilizados [11].

3. Filogenia e
Ascomicetos

classificacdo  de

Ascomycota é grupo
irmado de Basidiomycota. Essa relacdo €
suportada pela presenca de paredes
septadas em membros de ambos os filos, o
que divide as hifas em segmente, pares de
nucleos ndo fundidos nesses segmentos, 0S
quais se fundem dentro do ascoma e no
basidioma, o que caracteriza 0 sub-
reino Dikarya. O que sustenta esse sub-
reino vem de uma aparente homologia
entre estruturas presentes nesses grupos, as
quais coordenam mitose simultanea de dois
nucleos dicaridticos (Ascomycota —
“croziers”; e Basidiomycota — fibulas)
[12].

Estes fungos podem ser
unicelulares e multicelulares. A
caracteristica fundamental que agrupa
todos eles é que eles formam micelas de
septo (o citoplasma de suas células é
separado por paredes de quitina) e que eles
formam um tipo de esporos chamados
ascosporos na parte de seu ciclo de
reproducdo sexual. O organismo haploide
(n) forma hifas e, na sua extremidade,



contétm  células  plurinucleadas  (n)
(ascogenas e anteridio). Quando ocorre a
plasmogamia, forma-se o asca, onde oS
nucleos (2n) se juntardo, antes de formar
0s ascosporos [13].

Estima-se que existam cerca de 1,5
milhdes de espécies de fungos, e desse
numero sdo conhecidas pelos micologistas
somente cerca de 69.000 espécies. Devido
a acao predatdria do meio ambiente, varias
espécies de fungos estdo sendo extintas
antes mesmo de serem conhecidas,
causando prejuizo ao equilibrio ecoldgico,
aléem de ndo se obter conhecimento do
potencial biotecnoldgico dessas espécies.
Foram agrupados em um reino a parte -
Reino Fungi — por apresentarem
caracteristicas peculiares que os diferem
tanto de animais como de vegetais, alem
do grande numero de espécies encontradas
por todo o planeta [14].

O Brasil detém cerca de 20% da
biodiversidade mundial, principalmente, na
floresta Amazonica, a maior do Planeta e
fonte inestimavel de matérias-primas nos
mais variados setores. Apesar da imensa
diversidade biolégica amazbnica, as
espécies que a compdem e suas relacbes
filogenéticas sdo pouco conhecidas, muito
menos Seus microrganismos €  suas
interacdes com outros seres [15].

Os fungos existentes no Brasil
ainda séo pouco estudados, especialmente
na Regido Norte. Destacam-se pelo maior
nimero de espécies 0s estados de S&o
Paulo (1.161 spp.), Pernambuco (937 spp.),
Rio Grande do Sul (856 spp.), Bahia (584
spp.), Parand (529 spp.), Santa Catarina
(482 spp.), Rio de Janeiro (443 spp.),
Amazonas (408 spp.), Minas Gerais (399
spp.) e Para (302 spp.). A despeito dos
dados referentes a0 Amazonas e ao Pard,
observa-se que a Regido Norte carece de
coletores e estudiosos de fungos, pois, nos
demais estados, o numero de registros é
baixo: Rondonia (116 spp.), Amapa (88
spp.), Roraima (75 spp.), Acre (61 spp.) e
Tocantins (5 spp.). Além desses, destacam-
se ainda a Regido Centro-Oeste (Mato
Grosso 135 spp., Goias 104 spp., Mato
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Grosso do Sul 82 spp., Distrito Federal 77
spp.), 0 Maranhdo e o Espirito Santo como
locais em que pouco se conhece acerca da
diversidade micoldgica [16].

Dentre as principais caracteristicas
apresentadas por Ascomicetos, podem-se
citar  os micélios septados, com parede
celular contendo quitina e glucanas, e a
producdo de um tipo especial de esporangio,
denominado asco. Caracteristicas
macroscopicas diferem Ascomicetos de
outros fungos pertencentes a outras divisoes,
porém, sdo as caracteristicas microscopicas
que sdo diagndsticas para o grupo [17].

Dois estados reprodutivos distintos
sdo produzidos por Ascomicetos, e sao
conhecidos como teleomorfos ou "estado
perfeito” (caracterizados pela producéo
de esporos sexuados ou  ascOsporos), e
anamorfos ou "estado imperfeito” (quando
ha formacdo de esporos assexuados
ou conidios). Mesmo sua reproducdo sendo
realizada através desses dois processos, sua
classificacdo € baseada nas estruturas
reprodutivas sexuais [17].

A reproducdo  sexuada  nos
ascomicetos envolve a formacao de um asco,
estrutura em forma de saco, na qual
ascosporos haploides, formados apds a
meiose e mitose. Ascos e ascOsporos Sao
estruturas exclusivas que distinguem o0s
ascomicetos de todos os outros fungos. Um
ascoma, estrutura vegetativa composta de
hifas emaranhadas, pode ter diferentes
morfologias: aberto e com forma de taca
(apotécio), fechado (cleidostécio), esférico
piriforme com um pequeno poro (peritécio),
atraves do qual os ascosporos sdo liberados.
Os ascos normalmente se desenvolvem na
superficie interior do ascoma, chamada
de himénioou camada himenial (parte
reprodutiva) [18].

4. Ascomicetos endofiticos

Na busca por novos catalisadores,
microrganismos, especialmente fungos,
tem sido empregados na descoberta de
enzimas para desenvolvimento da
biocatalise em escala industrial. Os fungos
produzem enzimas que normalmente sdo
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extracelulares, o que facilita sua
recuperacdo do meio de fermentacdo. Em
particular, os microrganismos isolados em
territorio  brasileiro ja demonstraram
excelente potencial biocatalisador frente a
diferentes substratos [19].

O uso de fungos endofiticos em
biotransformacfes é um campo promissor,
pois pode gerar um metabdlito de farmacos
ja existentes e/ou de novas entidades
quimicas. Visto que o mercado mundial
ndo cessa em lancar novos farmacos, faz-se
necessario novas metodologias para
geracdo de seus metabolitos. Dentre as
aplicagdes de biotransformagfes com
microrganismos destaca-se producdo da
corticosterona (derivado da cortisona),
através da acdo de microrganismos na
deoxicorticosterona [20], onde
promoveram a hidroxilagdo na posicédo
11a-hidroxiprogesterona, o que foi
decisivo para sintese de hormonios
adrenocorticoides de modo
economicamente viavel [21].

O género Guignardia foi descrito
pela primeira vez por [22] compreendendo
as formas anamorficas de espécies de
Phyllosticta e de alguns outros géneros
relacionados [23]. Tanto a forma
anamdrfica quanto a telemorfica tem sido
isolados como fungos endofiticos [24]. O
género Guignardia é um fungo da Classe
dos Ascomicetos, Subclasse
Loculoascomycetidae, Ordem Dothideales,
Familia Dothideaceae [25].

Os fungos do género Guignardia
apresentam-se como uma importante fonte
em potencial de produtos naturais a ser
explorada na medicina, agricultura e na
industria, pois ha relatos de que o extrato
bruto desse fungo possui potente atividade
antimicrobiana (especialmente
antifangica), sendo usada em composi¢oes
farmacéuticas. O principal metabolito
desse extrato € o acido guignardico [17].

O primeiro produto isolado natural
com enxofre, contendo um dimero de
benzofenona, chamado guignasulfido,
apresentou  atividade  citotoxica e
antibacteriana, além de dois derivados de
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benzofenona conhecidos,
monometilsulocina e o acido rizotonico,
ambas com atividade antibacteriana [26].
Sesquiterpenos, lactonas, acido heptelidico
e compostos analogos, isolados do extrato
bruto de fungos do Género Guignardia tém
sido descritos como compostos
antimicrobianos ou possuindo outras
bioatividades [27]. Conhecem-se ainda
outros isolados desse Geénero como:
vermistatina com atividade antiflngica,
metoxivermistatina e hidroxivermistatina,
com atividade citotoxica [28].

Essa variedade de substancias
isoladas demonstra que esse grupo de
microrganismos sdo promissores na busca
de substancias bioativas e, especialmente o
Género Guignardia ainda € pouco
explorado quanto a sua diversidade
metabdlica.

5. Ascomicetos no mundo e no Brasil

Os ascomicetos sdo fungos do filo
Ascomycota (grc. Gdokdc= tubo; pOKNG=
fungo) que produzem seus esporos
(ascésporos) em esporangios especificos
chamados ascos. E um grupo monofilético
de cerca de 32.300 espécies, ao qual
pertencem inclusive a maioria das formas
anamorficas, leveduras e  formas
liquenizadas. Este grupo engloba também a
maioria dos fungos patogénicos para as
plantas. Na maioria das espécies, 0s ascos
estdo contidos numa estrutura chamada de
ascoma. Cada asco produz oito ascOsporos
(ou um mudltiplo de 8), que resultam de
uma meiose seguida de uma mitose,
embora ascos com quatro esporos sejam
caracteristicos de algumas espécies. A
maioria dos ascomicetos possui sistema
somatico filamentoso, ou seja, sdo
constituidos por hifas, formadas por
filamentos longos e ramificados que, em
conjunto com outras hifas formam o
micélio. As hifas sdo tipicamente
constituidas por uma parede tubular
contendo quitina e p-Glicanos e séo
dividas por septos regulares, dotados de
poros simples. Septos sem poros podem ser



formados na base de estruturas
reprodutivas, para isolar por¢des velhas do
micélio ou partes lesionadas, para evitar
perda de citoplasma no caso de haver
algum dano ou ruptura da membrana
celular. Muitas das células sdo perfuradas
centralmente, 0 que permite que o
citoplasma e 0s ndcleos circulem pelas
hifas, embora a maioria das células possua
um unico nacleo [17].

Em Ascomycota, ocorrem grupos
microscopicos, como sao 0s casos das
leveduras e dos estados anamorficos
(também  conhecidos como  fungos
filamentosos), macroscopicos, e formas
liqguenizadas [29]. De acordo com [30],
ocorreriam 2.720 géneros e 28.650
espécies de fungos no Filo Ascomycota,
nimero este que foi aumentado para
32.267 espécies em 1995, incluindo os
fungos liquenizados [31]. No Brasil, ndo ¢
possivel listar-se o numero total de
Ascomycota, mas em relagdo a liquens e
fungos liquenizados, ha registros de
aproximadamente 2.300 espécies, numero
este que foi ampliado para 2.851 espécies e
em Mato Grosso do Sul, tem-se listados,
um namero de 108 espécies [32].

O grupo Ascomycota reline varias
espécies de interesse econdémico, como a
fermento de cerveja acima mencionado ou
0 género Penicillium, que é usado nao
apenas na producdo do antibiético, mas
também intervém na producdo de varios
produtos alimentos, como o queijo azul ou
algumas salsichas. Também neste grupo
estdo os géneros Aspergillus ou Candida,
gue podem atacar ambos as plantas de
interesse econdémico e o0 proprio ser
humano. No entanto, existem também
algumas  espécies de  ascomicetos
comestiveis, como Morchella esculenta,
morel ou morilla [33].

No Brasil, em regides tropicais,
formagdes vegetais do tipo Cerrado tem
sido alvo de intensas pesquisas, devido a
sua vasta biodiversidade. Esta formacéao é
ainda pouco conhecida em relagdo aos
fungos, embora apresente uma flora
substancial e a diversidade fungica nessa
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regido  foi  discutida, enfatizando
especialmente os Ascomicetos [34].

Contudo, praticamente todo o
material de coletas realizadas no Brasil, foi
enviado para especialistas estrangeiros.
Desta maneira, atualmente, grande parte do
material de referéncia para estudos dessa
biodiversidade encontra-se fora do pais
[17]

6. Atividades biologicas dos produtos da
biotransformacéao

Biotransformagfes sdo reacOes
quimicas realizadas por um agente
biol6gico, onde ocorre a conversdo de um
substrato, sendo esta, na maioria das vezes
uma substancia organica, em um ou mais
produtos  através de  catalisadores
enzimaticos [35]. A biotransformagdo €
uma combinacdo de reacdes bioquimicas
para transformar as estruturas dos
compostos  organicos ou  sintéticos,
utilizando microrganismos e/ou  suas
enzimas isoladas, desenvolvendo a
quimiodiversidade [36].

A biotransformacdo pode ser,
entdo, compreendida como um conjunto de
alteracBes quimicas (ou estruturais) que as
substancias  sofrem  no  organismo,
geralmente, ocasionadas por processos
enzimaticos, com o objetivo de formar
derivados mais polares e  mais
hidrossolUveis. Sdo capazes de catalisar a
transformacdo do substrato num Udnico
passo [37].

Estratégias biotecnoldgicas para a
producdo de flavonoides tém atraido um
interesse consideravel porque permitem
produzir novos flavonodides que néo
existem na natureza. A biotransformacéo é
uma estratégia alternativa com grande
potencial para produzir novos flavondides
bioativos [38].

A biotransformacdo € uma
abordagem poderosa para modificar as
estruturas naturais e produzir bioativos de
flavonoides e de outras classes de
substancias. Produtores microbioldgicos



naturais  apresentam  vantagens, por
exemplo, crescendo rapidamente,
facilidade de producdo em larga escala,
favoravel ao meio ambiente e livre de
solventes. Além disso, a biotransformacéo
melhora a seletividade dos produtos
naturais sem quaisquer produtos quimicos
toxicos. A aplicacdo de microrganismos
para a biotransformacdo de chalconas, por
exemplo, pode formar muitos novos
flavonoides, por meio de ciclizagdo,
hidroxilacdo, reducdo, metilacdo e reacdes
de desidrogenacao. Cepas de
Cunninghamella, Penicillium e Aspergillus
sd0 muito populares para converter
flavonoides e eles podem executar quase
todas as reacbes com  excelentes
rendimentos, tais como hidroxilacéo,
desidroxilacéo, O-metilacéo, O-
desmetilacdo, glicosilacdo, desglicosilacao,
desidrogenacéo, hidrogenacéo, ciclizacao e
reducao [39].

Os microrganismos sdo fontes de
substancias bioativas usadas na medicina e
na agricultura e por isso, esfor¢os tém sido
feitos na busca por esses metabdlitos. Tais
microrganismos sdo cultivaveis e o cultivo
por processos submersos podem  ser
otimizados, levando ao aumento na
producdo de  substancias  bioativas
potencialmente Uteis como farmacos [40].

O uso de microrganismos para 0
estudo do metabolismo foi intensificado a
partir da década de 70 quando o Modelo
Microbiano do Metabolismo Animal foi
proposto. Desde entdo, tanto bactérias
como fungos tem sido utilizados para
mimetizar o metabolismo de xenobidticos
em mamiferos. Isso  porque tais
microrganismos possuem sistemas de
enzimas metabolizadoras  semelhantes
aquelas presentes nos sistemas de
mamiferos, os citocromos P450 [41].
Consequentemente, o metabolismo de
xenobiodticos em ambos 0s sistemas resulta
com frequéncia nos mesmos metabolitos, e
por isso recebem a denominagdo - Modelo
Microbiano. Tal modelo é comumente
empregado de forma alternativa e
complementar no estudo do metabolismo
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de farmacos, visto que ndo requer uso de
animais de laboratorio, as culturas sdo de
facil manuseio e baixo custo, além das
reacGes ocorrem em condicdes brandas de
pH e temperatura [42].

Muitos microrganismos tém sido
utilizados em processos de
biotransformacdo de produtos naturais,
originando metabolitos j& conhecidos ou
novos metabdlitos. Estas moléculas podem
ser substratos para semi-sintese e como
vantagem, obter produtos mais especificos
e poucos efeitos secundarios com a
geracdo de residuos quimicos [43].

Biotransformagdes microbianas se
constituem um poderoso arsenal em face
na ndo exigéncia de condicbes de pH e
temperatura extremos, da diminuicdo de
residuos toxicos e obtencdo de produtos de
maneira mais rapida e em quantidades
suficientes para identificacdo e estudos
farmacoldgicos, em comparacdo a metodos
quimicos [44].

Como limitagdes do modelo
microbiano citam-se a necessidade de
realizacdo de triagem das cepas, de
adequacdo das condigcOes reacionais e a
dificuldade de extracdo dos compostos
isolados quando ha grande numero de
metabolitos formados ocasionando um
rendimento  diminuido. Dentre  esses
microrganismos, os endofiticos (vivem no
interior do seu hospedeiro) sdo capazes de
produzir uma variedade de metabdlitos
secundarios com atividades bioldgicas
[45,46]. Associado a isso, podemos
descrever o género Guignardia, que ainda
¢ pouco explorado quanto a sua
diversidade metabolica. Esse género
apresenta-se como uma importante fonte
de produtos naturais a ser explorada na
medicina, agricultura e industria, pois
possui atividade antifungica e bactericida,
cujo principal metabolito derivado é o
acido guignardico [17], usado em
composicdes farmacéuticas.

Os farmacos sdo compostos
quimicos estranhos ao organismo e que
uma vez administrados podem ser
eliminados inalterados ou



biotransformados em metabdlitos mais
polares. O estudo do metabolismo € um
processo complexo que inclui questdes
relativas a estabilidade  metabdlica,
identificacdo dos metabdlitos, identificacéo
da enzima envolvida e propriedades de
inibicdo da enzima [47].

E importante conhecer o papel dos
metabdlitos, pois reacoes de
biotransformacéo podem ser
acompanhadas de vérios eventos, tais
como a formagdo de metabdlitos
quimicamente estaveis, desprovidos de
atividades farmacologicas ou
toxicologicas; geracdo de metabolitos
quimio-reativos os quais resultam em acao
toxicoldgica. E ainda conduzir a formacéo
de metabolitos quimicamente estaveis com
atividade farmacoldgica [48,49].

O progresso no uso de enzimas e
células inteiras na quimica organica
sintética foi impulsionado pelos estudos
em laboratdrios académicos e industriais
sobre a utilizacdo de microrganismos para
modificar nucleos esteroidais. Com isso,
promoveram a hidroxilacdo da ligacdo C—
H ndo ativada da progesterona, realizando
a bioconversao para 11 -
hidroxiprogesterona pelo fungo Rhizopus
arrhizus [50], como demonstrado na
Figura 1.

u HO

Rhizopus arrhizus
_

[e]

Progesterona 11a-hidroxiprogesterona

Figura 1.
Progesterona.

Biotransformacdo da

Os estudos de biotransformacéo de
farmacos podem caracterizar metabdlitos
ativos ou novos intermediarios Uteis para a
indastria  farmacéutica. Cita-se  como
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exemplo a tioridazina, que sofre S-
oxidacdo formando derivados sulfoxidos.
A sulfoxidagdo do grupo tioetil forma o
metabolito tioridazina-2-sulfoxido e a
sulfoxidacdo no anel tiazina forma a
tioridazina-5-sulfoxido. Posteriormente, a
tioridazina e tioridazina-2-sulféxido podem
sofrer uma oxidacao a sulfona e formar a
tioridazina-2-sulfona, conforme
demonstrado na Figura 2 [51, 52].

s
O O S/CHB Tioridazina-5-sulféxido
" CH
N \

Tioridazina

Tioridazina-2-sulfoxido

Figura 2. Biotransformacdo da
Tioridazina e seus metabolitos.

7. Conclusdo

Nesta revisdo, gostariamos de
apesentar informacdes sobre 0
envolvimento ou utilizagdo de ascomicetos
em biotransformacdes, pois ha poucos
relatos dessa relacdo. A intersecdo de
informacdes sobre caracteristicas
estruturais responsaveis por atividades
bioldgicas e espécies de fungos capazes de
ativar as estruturas pode ser extremamente
atil para a geracdo de novos derivados com
atividades biologicas aprimoradas. Um dos
principais objetivos da quimica dos
produtos naturais é o isolamento de
moléculas com propriedades bioldgicas,
com o desenvolvimento de novas
estratégias para pesquisa de produtos
naturais. A biotransformacdo representa o
processo de segunda geracdo de escolha na

Tioridazina-2-sulfona



producdo de moléculas pequenas com
aplicacbes farmacéuticas. Avancos no
campo da pesquisa de produtos naturais ja
permitem trabalhar com novas moléculas
farmacologicamente ativas, criando
moléculas para objetivos especificos.
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