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SARAIVA, E.S; ARAUJO, L.S, FEITOSA, C.M. Estudo de biotransformagcoes
enantiosseletivas a partir de micro-organismos do solo da Caatinga piauiense. Programa
de Pos-graduacdo em Quimica. Centro de Ciéncias da Natureza. Departamento de Quimica,
UFPI, 2018.

RESUMO

A enorme biodiversidade do Brasil explica o enorme potencial para a descoberta de
medicamentos baseados em produtos naturais, assim 0s micro-organismos (bactérias e
fungos), por exemplo, estdo relacionados a producédo de varias micromoléculas bioativas para
fins de interesse farmacologico e como novos biocatalisadores. O presente trabalho teve
como objetivo buscar estudar biotransformacdes enantiosseletivas a partir de micro-
organismos isolados de amostras de solo da Caatinga piauiense direcionados para atividades
farmacoldgicas. Os micro-organismos foram obtidos pelo processo de isolamento de
amostras do solo coletadas nas cidades de Teresina e Campo Maior localizadas no estado do
Piaui. A partir das amostras coletadas foram obtidas 10 amostras em Teresina e 10 amostras
na Fazendinha, interior de Campo Maior. Dessas amostras foram isoladas um total de 64
coldnias de micro-organismos, sendo 47 bactérias e 17 fungos. Testou-se a acdo desses
micro-organismos sobre o substrato 4-metilacetofenona. Os produtos foram analisados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para verificar a conversdo do substrato em alcool.
Realizamos a avaliacdo do espectro de atividade enzimética dos micro-organismos em
reacOes de reducdo enantiosseletiva, e para isso empregamos um derivado para-substituido
do (R,S)-1-(fenil)etanol. Das 47 bactérias testadas na biorreducdo da 4-metilacetofenona, 16
bactérias apresentaram oxirredutases que catalisaram a reducdo da cetona a seu
correspondente (R) ou (S)-1-(4-metilfenil) etanol de moderada a elevadas concentracGes (80
até >99%). Oito, dos 17 fungos testados na biorreducdo da 4-metilacetofenona, apresentaram
oxirredutases que catalisaram a reducdo da cetona a seu correspondente alcool com elevada
concentracéo do (R) ou (S)-1-(4-metilfenil)etanol (87-97%). Com destaque ao fungo FZFGS5,
cuja excelente concentracdo do alcool foi 97%. Foram identificados 3 fungos, dos quais
através do microcultivo foi possivel chegar-se as especies Curvularia clavata Jain,
Aspergillus Niger V. Tiegh e Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerligs.

Conclui-se que, em geral, 0s micro-organismos testados e com atividade enzimatica
apresentaram boa capacidade de redugéo do substrato 4-metilacetofenona em experimentos de
biotransformacédo. Contribuindo assim para o conhecimento de espécies de micro-organismos

com potencial biocatalitico e novas tecnologias.



Palavras-chave: Atividades farmacoldgicas, biotransformacgdo, Caatinga, micro-organismos,
oxirredutases.



SARAIVA, E.S; ARAUJO, L.S, FEITOSA, C.M. Study of enantioselective
biotransformations from microorganisms in the Caatinga piauiense soil. Graduate
Program in Chemistry. Center of Natural Sciences. Department of Chemistry, UFPI, 2018.

ABSTRACT

The enormous biodiversity of Brazil explains the enormous potential for the discovery
of medicines based on natural products, so microorganisms (bacteria and fungi), for example,
are related to the production of several bioactive micro-molecules for pharmacological
purposes and as new biocatalysts . The present work aimed to study enantioselective
biotransformations from microorganisms isolated from soil samples from Caatinga piauiense
aimed at pharmacological activities. The microorganisms were obtained by the process of
isolation of soil samples collected in the cities of Teresina and Campo Maior located in the
state of Piaui. From the collected samples were obtained 10 samples in Teresina and 10
samples in Fazendinha, interior of Campo Maior. From these samples, a total of 64 colonies
of microorganisms were isolated, being 47 bacteria and 17 fungi. The action of these
microorganisms on the substrate 4-methylacetophenone was tested. The products were
analyzed by High Performance Liquid Chromatography to verify the conversion of the
substrate into alcohol. We also performed the evaluation of the spectrum of enzymatic activity
of the microorganisms in enantioselective reduction reactions, using a substituted derivative
of (R, S) -1- (phenyl) ethanol. Of the 47 bacteria tested in the biorreduction of 4-
methylacetophenone, 16 bacteria had oxirreductases that catalyzed the reduction of the ketone
to its corresponding (R) or (S) -1- (4-methylphenyl) ethanol from moderate to high
concentrations (80 to> 99 %). Eight of the 17 fungi tested in the biorreduction of 4-
methylacetophenone presented oxirreductases that catalyzed the reduction of the ketone to its
corresponding alcohol with a high concentration of (R) or (S)-1-(4-methylphenyl) ethanol
(87-97% ). With emphasis on FZFG5 fungus, whose excellent alcohol concentration was
97%. Three fungi were identified, from which the species Curvularia clavata Jain,
Aspergillus Niger V. Tiegh and Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerligs were obtained
through the microculture. It is concluded that, in general, the microorganisms tested and with
enzymatic activity showed good ability to reduce the substrate 4-methylacetophenone in
biotransformation experiments. Thus contributing to the knowledge of species of
microorganisms with biocatalytic potential and new technologies.
Key words: pharmacological activities, biotransformation, Caatinga, microorganisms,

oxidoreductases.
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1. INTRODUCAO

A enorme biodiversidade do Brasil explica o enorme potencial para a descoberta de
medicamentos baseados em produtos naturais (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Desta forma,
as substancias isoladas de micro-organismos, por exemplo, estdo relacionados a producédo de
diversidade de micromoléculas ativas com grande potencial bioldgico, e responsaveis por
10% de todos os compostos bioativos conhecidos. Algumas classes quimicas obtidas destes
seres incluem: alcaloides, esteroides, terpenoides, isocumarinas, quinonas, ligninas, fendis,
lactonas, flavonoides, peptideos, xantonas dentre outras (OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2012;
SANTOS; VARAVALLDO, 2011).

H& muito tempo sabe-se do potencial dos micro-organismos como fonte de novos
agentes terapéuticos (SOUZA et al., 2007) associado ao aspecto de ja terem sido isolados
diversos metabdlitos secundarios com importantes propriedades farmacoldgicas
(BARREIRO; BOLZANI, 2009). Estes, quando comparados com animais e plantas, sdo
considerados Otimas fontes renovaveis e reprodutiveis (LAM KS, 2007). A partir destes
organismos, ocorreu um grande avanco nas areas dos antibidticos, imunossupressores e
medicamentos antineopléasicos (CHAPLA; BIASSETO; ARAUJO., 2012). Com inlmeras
pesquisas desenvolvidas sobre produtos naturais extraidos destes individuos no mundo foi
possivel compreender fendmenos complexos. Assim, 0s produtos naturais sao relevantes, pois
sdo usados como matéria-prima na sintese de moléculas complexas de interesse
farmacolégico (CALIXTO, 2003).

O interesse por substancias enantiomericamente puras tem se intensificado no sentido
de se estabelecer rotas enantiosseletivas devido a sua importancia em inddstrias
farmoquimicas, de alimentos, na agricultura e inclusive na area de novos materiais, tais como
polimeros e cristais liquidos quirais. Como tal, as enzimas, 0s receptores e outras moléculas
ligantes tém capacidade de distinguir enantiomeros. O uso de enzimas como catalisadores de
importantes reacGes quimicas para a producdo de pequenas moléculas quirais, através da
biotransformacdo, por exemplo, é um assunto que vem chamando atencdo da comunidade
cientifica e industrial (BRAGA et al.,, 2013; MASSI; CERRUTTI; QUEIROZ, 2013;
RIBEIRO et al., 2016).

A biotransformagdo ou biocatalise consiste no uso de catalisadores naturais, as
enzimas, para realizar transformagdes quimicas em compostos organicos. As enzimas tém
acOes catalisadoras bastantes eficientes quanto ao relacionado aumento de velocidade e a sua
ligagéo do substrato a enzima (PRICE, 2001; LEHNINGER 2000). A principio, todos os seres
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vivos sdo fontes de biocatalisadores e as enzimas presentes podem ser utilizadas nos mais
diversos tipos de reacOes organicas (BARROS, 2010; OMORI, PORTAS & OLIVEIRA,
2012). As vantagens de se utilizar organismos vivos como biocatalisadores sdo a sua facil
eliminacdo apos o0 uso, pois séo biodegradaveis com leves condicGes de reacdes, bem como a
sua ampla disponibilidade a baixo custo (BOHMAN et al., 2009).

Na sintese de compostos, utiliza-se a técnica de biocatalise como sendo um dos
campos mais promissores dentro das novas tecnologias. A grande versatilidade de reacdes
catalisadas, condicdes brandas de reacdo, natureza regio, quimio e enantiosseletiva sdo
algumas das vantagens da relevancia do uso de enzimas em biocatéalise (CARVALHO, 2005;
FABER, 2011, DALLA,VECCHIA, 2004). De acordo com Bertini (2012) recentemente,
plantas e micro-organismos foram utilizados diretamente como biocatalisadores em fontes de
redutase atividade com sistemas de alcool desidrogenase, como Daucus carota, Saccharum
officinarum, Passiflora edulis, Cocos nucifera, Lentinus strigellus e Candida tropicalis.

As modificagbes especificas da estrutura molecular de uma substancia catalisada
através da biocatalise envolvem meios bioldgicos, como células integras e/ou imobilizadas,
enzimas ou seus extratos e micro-organismos (DIAS et.al., 2012). Dessa maneira, a grande
diversidade e nimero de enzimas disponiveis na natureza é a base tetrica da utilizacdo de
biocatalise em transformacdes organicas. Esta area € vasta e dispde de uma variedade de
conhecimentos envolvendo desde técnicas microbioldgicas até analises cromatograficas e
identificacdo espectrométrica dos produtos formados (OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2012).

Nesse contexto sobre as pesquisas de novos biocatalisadores promissores e sabendo-se
da caréncia de estudos sobre biomoléculas ativas presentes em espécies do meio ambiente
desse bioma exclusivamente brasileiro, neste trabalho buscam-se estudar biotransformacdes
enantiosseletivas a partir de micro-organismos isolados de amostras de solo da Caatinga

piauiense direcionados para aplica¢fes farmacoldgicas.
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2. OBJETIVOS

Gerais

-Realizar estudo de biotransformacdo para busca de alcool desidrogenases de origem
microbiana, isolados de amostras de solo, para aplicacdo em reagdes de biorreducdo
enantiosseletiva bem como identificar os micro-organismos isolados do solo da Caatinga

piauiense.

Especificos

- Produzir uma reviséo de literatura sobre os micro-organismos e seus compostos bioativos.

- Realizar coletas de amostras de solo da Caatinga piauiense.

- Realizar o isolamento de micro-organismos com a atividade enzimatica desejada, alcool
desidrogenase.

- Analisar e avaliar o espectro de atividade enzimatica dos micro-organismos isolados.

- Contribuir para o acesso a técnicas antioxidantes e fornecer pressupostos para outras
atividades farmacoldgicas

- Verificar os melhores resultados da atividade enzimatica.

- Identificar os micro-organismos isolados de amostras do solo da caatinga piauiense.
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CAPITULO I - BIOTRANSFORMACOES ENANTIOSSELETIVAS
ATRAVES DE OXIRREDUTASES PROVENIENTES DE MICRO-
ORGANISMOS DA CAATINGA PIAUIENSE
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BIOTRANSFORMACAO ENANTIOSSELETIVA ATRAVES DE
OXIRREDUTASES PROVENIENTES DE MICRO-ORGANISMOS
DA CAATINGA PIAUIENSE
Espedito de S. Saraiva?, Ana Paula®, Lidiane S. Aradjo®, Chistiane M. Feitosa®

4Programa de P6s-Graduacdo em Quimica, Universidade Federal do Piaui, 64.049-550
Teresina — PI, Brasil
b Departamento de Quimica, Universidade Federal do Piaui, 64.049-550 Teresina — P, Brasil
RESUMO

Os micro-organismos sdo alvos de inUmeras pesquisas biotecnoldgicas,
principalmente aqueles que s&o pouco estudados, sobre a diversidade microbiana, no sentido
de isolar, caracterizar e produzir biomoléculas com elevado potencial biotecnoldgico. Os
micro-organismos empregados como biocatalisadores surgem como uma Opcao
ecologicamente correta para obtencdo dos mesmos produtos, isto €, sem agredir o meio
ambiente (sustentabilidade ambiental). Os micro-organismos foram obtidos pelo processo de
isolamento de amostras do solo coletadas nas cidades de Teresina e Campo Maior localizadas
no estado do Piaui. A partir das amostras coletadas foram coletas 10 amostras em Teresina e
10 amostras na Fazendinha, interior de Campo Maior. Dessas amostras foi isolado um total
de 64 colbdnias de micro-organismos, sendo 47 bactérias e 17 fungos. Realizamos também a
avaliacdo do espectro de atividade enzimatica dos micro-organismos em reacdes de reducdo
enantiosseletiva, e para isso empregamos um derivado para substituido do (R,S)-1-
feniletanol. Das 47 bactérias testadas na biorreducdo da 4-metilacetofenona, 16 bactérias
apresentaram oxirredutase que catalisaram a reducdo da cetona a seu correspondente (R) ou
(S)-1-(4-metilfenil)etanol de moderada a elevadas concentragdes (80 até >99%). Oito, dos 17
fungos testados na biorreducdo da 4-metilacetofenona, apresentaram oxirredutases que
catalisaram a reducdo da cetona & seu correspondente alcool com moderada a elevada
concentracéo do (R) ou (S) 1-(4-metilfenil)etanol (87-97%). Com destaque ao fungo FZFGS5,
cuja a excelente concentragdo do alcool foi 97%. Foram identificados 3 fungos, dos quais
através do microcultivo foi possivel chegar-se as especies Curvularia clavata Jain,
Aspergillus Niger V. Tiegh e Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerligs. As perspectivas para
este trabalho demonstram que a utilizagdo destes micro-organismos pode ser realizada em
experimentos de biorreducéo e atividades farmacologicas com outros substratos, bem como
para conhecimento de espécies bioldgicas com potencial biocatalisador sendo assim
importantes para o conhecimento da biodiversidade dos micro-organismos em processos de

bioprospeccao.
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BIOTRANSFORMACAO ENANTIOSSELETIVA THROUGH
OXIRREDUTASES FROM MICROORGANISMS OF THE SOIL OF CAATINGA
PIAUIENSE
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ABSTRACT

The microorganisms are the targets of numerous biotechnological researches,
especially those that are little studied, on the microbial diversity, in the sense of isolating,
characterizing and producing biomolecules with high biotechnological potential. The micro-
organisms used as biocatalysts appear as an ecologically correct option to obtain the same
products, that is, without attacking the environment (environmental sustainability). The
microorganisms were obtained by the process of isolation of soil samples collected in the
cities of Teresina and Campo Maior located in the state of Piaui. From the collected samples
were collected 10 samples in Teresina and 10 samples in Fazendinha, interior of Campo
Maior. From these samples a total of 64 colonies of microorganisms were isolated, being 47
bacteria and 17 fungi. We also performed the evaluation of the spectrum of enzymatic activity
of the microorganisms in enantioselective reduction reactions, using a substituted (R, S) -1-
phenylethanol derivative. Of the 47 bacteria tested in the biorreduction of 4-
methylacetophenone, 16 bacteria had oxirreductase that catalyzed the reduction of the ketone
to its corresponding (R) or (S) -1- (4-Methylphenyl) ethanol from moderate to high
concentrations (80 to> 99 %). Eight of the 17 fungi tested in the biorreduction of 4-
methylacetophenone presented oxirreductases that catalyzed the reduction of ketone to its
corresponding alcohol with moderate to high concentration of (R) or (S) 1- (4-methylphenyl)
ethanol (91-97 %). With emphasis the fungus FZFG5, whose excellent alcohol concentration
was 97%. Three fungi were identified, from which the species Curvularia clavata Jain,
Aspergillus Niger V. Tiegh and Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerligs were obtained
through the microculture. The prospects for this work demonstrate that the use of these
microorganisms can be performed in bioreduction experiments and pharmacological activities
with other substrates as well as for knowledge of biological species with biocatalytic potential
and are thus important for the knowledge of the biodiversity of microorganisms in processes

of bioprospecting.
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1.INTRODUCAO

Os micro-organismos sdo alvos de inimeras pesquisas biotecnoldgicas, principalmente
aqueles que sdo pouco estudados, sobre a diversidade microbiana, no sentido de isolar,
caracterizar e produzir biomoléculas com elevado potencial biotecnolégico, elevando assim 0s
beneficios econémicos e estratégicos associados com a descoberta de novos micro-
organismos potencialmente exploraveis nos diferentes processos biotecnologicos (STEVEN et
al., 2006; SANTOS et al., 2009; NELSON; WEAR, 2014).

Os micro-organismos empregados como biocatalisadores surgem como uma opgao
ecologicamente correta para obtencdo dos mesmos produtos, isto €, sem agredir 0 meio
ambiente (sustentabilidade ambiental). Estes apresentam caracteristicas bastante atrativas,
como a capacidade de agir em muitas reacGes com eficiéncia, biodegradabilidade e condicdes
brandas de acdo, além de mostrar aspectos quimicos importantes tais como regiosseletividade,
qguimiosseletividade e enantiosseletividade (FABER, 2011). O isolamento de micro-
organismos de fontes naturais € um método Util para obtencdo de biocatalisadores, seguido de
testes de rastreio para identificar a capacidade enzimatica desejada, e selecdo das melhores
performances (SCHAFER et al., 2007).

Os organismos microbianos, vegetais e animais possuem enzimas com capacidade de
catalisar reacGes redox chamadas oxirredutases. Estas catalisam a troca de elétrons ou
equivalentes redox entre moléculas doadoras e aceitadoras, em reacfes envolvendo
transferéncia de elétrons, abstracdo de protons, abstracdo de hidrogénio, transferéncia de
hidreto, insercdo de oxigénio ou outras etapas importantes (MUNRO; TAYLOR,;
WALKINSHAW, 2000). Suas aplicacGes praticas estdo relacionadas a biossintese de
compostos quirais e polimeros, construcdo de biossensores e degradacdo de poluentes
ambientais (LIU & WANG, 2007).

Atualmente, as novas oportunidades para a biotransformacdo através de micro-
organismos oferecem muitas possibilidades para a produgdo de novos compostos quirais e
para a aplicacdo de processos mais ecoldgicos e economicamente competitivos. Essas
oportunidades surgiram a partir de novos desenvolvimentos cientificos, desenvolvimento de
processos e aumento da disponibilidade de enzimas Gteis (JACKEL , HILVERT, 2010;
REETZ, 2010; LUTZ, 2010). A descoberta de enzimas Uteis proporcionou maior sucesso em
areas de biocatalise para enfrentar novos desafios sintéticos. Essas novas oportunidades

ampliaram e aceleraram a aplicacdo da biocatalise e podem ser totalmente exploradas na
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sintese de varios compostos quirais no futuro (ZHENG; XU, 2011).

Diante da grande diversidade bioldgica e da escassez de trabalhos relacionados ao
estudo de micro-organismos do solo, busca-se neste trabalho estudar biotransformacdes
enantiosseletivas promovidas pelas oxirredutases produzidas pelos micro-organismos isolados

de amostras de solo da Caatinga piauiense.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caatinga

O bioma Caatinga é uma floresta tropical seca de grande importancia, ndo somente
pela sua diversidade biologica, mas também porque as espécies deste ecossistema sao
adaptadas a uma precipitacdo irregular. E caracterizada como floresta de porte baixo,
composta por arvores e arbustos que geralmente apresentam espinhos e microfilia, além de
plantas suculentas (SILVA et al., 2013). Sua vegetacdo predominante € um complexo
conjunto de vérias fisionomias que, ocupa 734.478 km?, sendo a maior parte do Nordeste
Brasileiro com clima semiarido (RIBEIRO et al., 2017).

E necessario intensificar os estudos neste importante espaco geografico, pois € um
bioma exclusivamente brasileiro que recobre 54,53% da éarea da regido, tendo caracteristicas
heterogéneas, com enorme biodiversidade e endemismos. Com relacdo a biodiversidade deste
bioma ainda pouco se conhece. Os processos ocorridos de antropizacdo prejudicam muitas
plantas, animais e micro-organismos com propriedades medicinais ou com fontes potenciais
de compostos bioativos. Dessa maneira, esses organismos correm o risco de desaparecer antes
de serem estudados, ndo unicamente para se conhecer os individuos e respectivas funcdes,
mas também os efeitos dos distarbios ou estresses ambientais sobre tais comunidades
(CAVALCANTI, et al., 2006; SANTANA et al., 2016; GONCALVES et al., 2013; SILVA &
SOUSA, 2016).

No trabalho desenvolvido por Moura et al... (2016) com plantas da Caatinga foi
possivel isolar e identificar fungos filamentosos e leveduriformes, endofiticos e epifiticos.
Dentre 0s géneros identificados, prevaleceram o Aspergillus sp., Fusarium sp. E
Paecilomyces sp. Assim demonstrando que devem ser realizados novos estudos empregando-
se as cepas isoladas para a producdo de novos compostos bioativos de importancia

biotecnologica.
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No trabalho realizado com antibidticos contra bactérias Gram positivas e/ou Gram
negativas demonstrou que estas sé@o produzidas por fungos da Caatinga sob condicdes
favoraveis. A purificacdo dos metabolitos secundarios via CLAE-FR resultou em moléculas
isoladas com atividade antibacteriana, e a identificacdo por microcultivo mostrou que 0s
fungos produtores de antibidticos que tiverem seus compostos purificados sdo do género
Aspergillus (CLEMENTINO et. al., 2015).

2.2. Quimica Verde e Biocatalise

Nas ultimas décadas, as pesquisas na area da quimica tém evoluido de forma
indiscutivel e contribuindo para avangos tecnoldgicos em diversos setores. Contudo, o grande
aumento da demanda por substancias quimicas provocou um aumento simultdneo na geracéo
de subprodutos téxicos, os quais causam impactos negativos ao meio ambiente. Isso devido, a
sociedade moderna ndo querer abrir mdo das comodidades e beneficios que a industria do
petroleo oferece, por exemplo. Dessa maneira, 0s aspectos relacionados as questdes
ambientais tém recebido grande atencdo, havendo a necessidade de uma mudanca para
remodelar empreendimentos tecnocientificos, aplicando aos ecossistemas metodologias
menos impactantes (ZANDONAI et al.,2013; MOTA; MONTEIRO, 2013).

A Quimica aplicada de forma inconsequente, geralmente € uma das causadoras da
degradacdo ambiental, mas, ao mesmo tempo, quando utilizada de forma responsavel, pode
ser uma solucdo, ou seja, pode ser uma aliada a sustentabilidade ambiental (SILVA,;
LACERDA,; JONES JUNIOR, 2005). Atualmente, de acordo com Lenarddo et al. (2003) a
quimica sustentavel esta baseada em doze principios que precisam ser seguidos quando se
pretende implementa-la em uma inddstria ou instituicdo de ensino e/ou pesquisa na area de
quimica. Esses principios sdo:

. Prevencao.
. Economia de atomos.

. Sintese de produtos menos perigosos.

. Solventes e auxiliares mais seguros.

1

2

3

4. Desenho de produtos seguros.

5

6. Busca pela eficiéncia de energia.
;

. Uso de fontes renovaveis de matéria-prima.
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8. Evitar a formacéo de derivados.

9. Catalise.

10. Desenho para a degradacéo.

11. Anélise em tempo real para a prevencao da poluicdo.

12. Quimica intrinsecamente segura para a prevencao de acidentes

A Quimica verde ou quimica para o desenvolvimento sustentdvel € um campo
emergente que tem como objetivo final desenvolver as acGes cientificas e/ou processos
industriais ecologicamente corretos. Podendo a viabilizar processos e produtos de maneira a
evitar ou minimizar o impacto negativo causado ao homem e ao meio-ambiente (Figura 1). Os
avangos na area visam a aumentar a seguranca dos processos e também resolver questfes
mundiais como a mudanca climética, producdo de energia, disponibilidade de recursos
hidricos, produgdo de alimentos e a emissdo de substancias toxicas ao meio-ambiente. O
progresso na Quimica Verde tem sido alcancado em diversas linhas de pesquisa, como na
catalise, formulacdo de solventes menos nocivos ao ambiente e desenvolvimento de processos
que utilizam matérias-primas renovaveis, bem como, também o aumento do rendimento e a
reducdo de custos. (SOUSA-AGUIAR et al., 2014; ANASTAS; KIRCHHOFF, 2002,
SHELDON, 2008; MOHANTY; MISRA; DRZAL, 2002)

Custo | Energia

Figura 1: As faces do termo “reduzir” para a Quimica Verde. Fonte: (Ferreira, Da Rocha, Da Silva, 2014).

Vem ocorrendo o crescimento significativo na demanda por produtos quimicos e
produtos mais seguros, dos reguladores e do mercado nas ultimas décadas. No entanto, essa
demanda n&o encontrou crescimento semelhante em solugdes e praticas de quimica verde. A
Quimica Verde ainda nédo foi integrada no tecido da empresa quimica, sistemas educacionais
ou programas governamentais (TICKNER; BECKER, 2016). Devido esses atributos

sustentaveis € que a biocatalise possui relagdes afins com a Quimica verde.
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A biocatalise ou biotransformacdo compreende o0s processos em que um catalisador
biologico é utilizado para transformar um substrato numa quantidade limitada de etapas
enziméticas. O desenvolvimento e otimizacdo integrados de um processo biotecnoldgico
numa analise detalhada sdo fatores que condicionam eficacia deste (BARROS, 2010). Tal
processo pode ser definido como modificacGes especificas da estrutura molecular de uma
substancia catalisada por meios bioldgicos, como células integras e/ou imobilizadas, enzimas

ou seus extratos e micro-organismos (DIAS et al., 2012).

Conforme Giri et al. (2001) as biotransformacdes sdo reagdes quimicas catalisadas por
células, 6rgdos ou enzimas e que podem ser usadas para realizar conversdes especificas de
substratos complexos usando células vegetais, animais ou microbianas ou enzimas purificadas
como catalisadores. As biotransformacdes tém grande potencial para originar novos produtos
ou para produzir produtos conhecidos de forma mais eficiente. Portanto, sdo diferentes da

biossintese e das biodegradacgoes.

As biotransformacdes estdo sendo aceitas como um método para a geracdo de
compostos opticamente puros e para o desenvolvimento de rotas eficientes para compostos
alvo. As biotransformacgdes fornecem uma alternativa a metodologia quimica sintética que as
vezes é competitiva e, portanto, representa uma secdo de ferramentas disponiveis para o
quimico sintético. Sendo que, a utilizacdo de micro-organismos e/ou enzimas isoladas neste
processo sdo cada vez mais explorada tanto na indistria como na sintese académica em
laboratérios. A consideracdo priméaria pela incorporacdo de uma biotransformacgdo em uma
sequéncia sintética € o controle regio e estereo se torna possivel usando uma reacdo catalisada
por enzimas (LOUGHLIN, 2000).

ApOs a matéria prima mais adequada ser identificada para substrato da
biotransformacdo pretendida, deve selecionar-se 0 biocatalisador que apresente niveis
adequados de atividade catalitica, seletividade e estabilidade para operar nas condicbes
selecionadas de temperatura, forca idnica, pH e natureza da solucdo tamp&o, concentracdo de

substrato e produto e ainda na eventual presenca de solventes organicos (BARROS, 2010).
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2.3 Vantagens e Desvantagens da Biocatalise

Este processo é vantajoso, pois permite varias vezes a reutilizacdo do biocatalisador,
aléem de aumentar a estabilidade de enzimas e substratos. Além disso, diminui o risco de
contaminacdo e de formacgdo de subprodutos na reacdo. A utilizacdo desses principios em
quimica verde permite a realizacdo de diversas reacdes com seletividade, especificidade e
eficiéncia elevada (DIAS et.al., 2012).

Outra questdo relevante neste processo € que as enzimas, diferente dos catalisadores
inorganicos como 4cidos, bases, Oxidos de metais e metais pesados, possuem alta
especificidade com o substrato ao qual converte sua estrutura. Elas ganharam um lugar de
destaque para 0s quimicos organicos por serem catalisadores seletivos (ROBERTS et al.,
1995; HUDLICKY et al.,1999; DURAN et al., 2000; STEWART, 2000; ROBERTS, 2000).

Células fangicas marinhas foram utilizadas na reducdo quimiosseletiva de chalconas.
O micélio inteiro do fungo marinho Penicilium citrinum CBMAI 1186, livre e imobilizado em
algoddo (Gossypium sp.), Fibroin (Bombyx mori) e um kapok local (Ceiba speciosa),
catalisou a reducdo quimiosseletiva da ligacdo C=C de chalcona com bons rendimentos (98%
de conversdo) . O fungo imobilizado e as células inteiras livres demonstraram comportamento
na conversdo de chalconas com diferentes substituintes. As enzimas envolvidas na reducao
sdo enoato redutases, que foram mais eficazes do que as desidrogenases de alcool na
competicdo pelo substrato (FERREIRA et. al., 2014).

Faber (2011) enfatiza algumas vantagens e desvantagens das enzimas no processo de
biocatalise comparadas com outros tipos de catalisadores como:

2.3.1 Vantagens

v/ Catalisadores muito eficientes: sendo adequados para acelerar as reagdes de 10% a
10 vezes em relagdo & correspondente reagdo ndo catalisada. Assim a concentragio
do biocatalisador como consequéncia € muito menor que a de catalisadores quimicos
convencionais.

v" Ambientalmente aceitaveis: ndo causam residuos altamente toxicos, como no caso
dos metais pesados e sdo biodegradaveis.

v' Atuam sob condicGes leves: demandam normalmente intervalos de pH de 5 a 8 e

temperatura de 20 a 40 °C.
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v Tolerantes aos substratos: interagem com uma grande variedade de substratos ndo
naturais.

v/ Atuam em meios ndo convencionais: varias enzimas, e até mesmo células, tem
demonstrado retencdo do potencial catalitico em meios ndo convencionais, como
solventes organicos.

v Catalisam uma extensa faixa de reages quimicas: reacdes de reducdo, oxidacgao,

transesterificacdo, hidrdlise, entre outras, podendo ser catalisadas por enzimas.

2.3.2 Desvantagens

v Na natureza sdo fornecidos em uma Unica forma enantiomérica: é impossivel para
inverter a inducdo quiral de uma dada reacdo enzimatica pela escolha do “outro
enantidbmero” do biocatalisador, deste modo é um método possivel e catalisadores
quimicos quirais estdo envolvidos.

v Sensiveis a condicbes enérgicas: necessitam sempre de condigdes brandas de
operacdo quando em sua forma livre, constituindo um problema em situacdes
operacionais que exijam altas temperaturas.

v Atividade maxima em agua: a maioria dos substratos organicos é pouco soltvel em
agua.

v Carecem de cofatores: embora as enzimassejam extremamente flexiveis para aceitar
substratos ndo naturais, eles sdo quase que exclusivamente ligados aos seus cofatores
naturais, onde estes sao custosos e de dificil recuperacéo.

v' Podem causar alergias: quando nao manipuladas adequadamente podem causar
reacOes alérgicas, em casos especificos.

As desvantagens deste processo vém se reduzindo bastante devido o aperfeicoamento
e desenvolvimento de diversas técnicas para reacfes biocatalisadas e quando forem realizadas
modificagdes no processo como, por exemplo, a mudanca de solventes organicos se torna um
problema guando este ndo for extremamente seletivo (SANTANIELLO et al., 1992).

As reacOes biocataliticas podem ser realizadas por enzimas isoladas ou sistema de
células inteiras, podendo ser provenientes de micro-organismos ou de células vegetais. Um
método eficiente para se obter a enzima desejada € através da grande diversidade de micro-
organismos que habitam no solo. Assim, essas reacOes catalisadas por enzimas tém se
desenvolvido rapidamente nos Gltimos anos na sintese de alcoois quirais. As enzimas mais

empregadas para este processo sdo as alcool desidrogenases, uma subclasse de oxirredutases
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(ARAUJO et al., (2011).

Os micro-organismos utilizados como biocatalisadores surgem como uma O0p¢ao
ecologicamente correta para obtencdo dos mesmos produtos, isto €, sem agredir 0 meio
ambiente (sustentabilidade ambiental). Estes apresentam caracteristicas bastante atrativas,
como a capacidade de agir em muitas reac6es com eficiéncia, biodegradabilidade e condicdes
brandas de acdo, além de mostrar aspectos quimicos importantes tais como regiosseletividade,
quimiosseletividade e enantiosseletividade (FABER, 2011).

Os alcoois quirais sdo um dos grupos mais Uteis de compostos quirais gerados através
das biotransformacoes. Eles sdo facilmente obtidos por hidrogenacdo de cetonas com Rh- e
Ru-difosfina catalisadores em larga escala . Além disso, a biorreducédo € geralmente possivel
sob condicdes de reacdo leve (MARIA-SOLANO; ROMERO-RIVERA; OSUNA, 2017;
ILLEOVA et. al. , 2015).

2.4 Enzimas

As enzimas sdo proteinas essenciais para a quimica da vida. A proteina possui sua
acdo enzimética sempre associada a um sitio ativo ou a um ponto para acoplar substratos
através de forcas intermoleculares, conferindo a esta proteina uma especificidade catalitica.
As enzimas possuem atividades cataliticas surpreendentes, formadas por longas cadeias de
aminoéacidos. Devido essa atividade aceleram a velocidade das reagbes (da ordem de 10% -
10%) e reduzem a barreira energética entre os reagentes e os produtos conferindo a estes a
formagdo de complexos intermediérios entre enzima-substrato no estado de transi¢do (Figura
2) (LEHNINGER 2000). Em seguida, o produto é formado e a enzima € liberada intacta no
meio, sem que seja consumida ou modificada durante o processo de catalise (ILLANES
2008).
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Figura 2: Diagrama da coordenada de uma reacdo catalisada por enzima com uma reacdo ndo catalisada. Fonte:
Lehninger (2014).

Uma classificagdo das enzimas foi desenvolvida de acordo com a reacdo catalisada
pela Comissdo para Enzimas em 1961 (Enzyme Commission — EC) da Unido Internacional de
Bioquimica (IUB) que dividiu em seis classes (CABRAL et.al, 2003). Séo elas:

v Oxirredutases: Sdo enzimas que catalisam reacGes de transferéncia de elétrons, ou
seja, reacOes de oxi-reducdo. As mais conhecidas sdo as Desidrogenases e as
Oxidases.

v' Transferases: Sdo enzimas que intervém em reacOes de transferéncia de diversos
grupos funcionais, como aldeido, cetona, acila, amina, carboxila, etc.

v Hidrolases: Sdo enzimas que catalisam reacGes de hidrélise. A extensdo de grupos
hidrolisdveis € muito grande, e incluem ésteres, amidas, peptideos e outras funcdes
que contém grupos C-N, anidridos e muitos outros.

v' Liases: Catalisam as reacOes de remocdo ou fixacdo de grupos quimicos, envolvendo
ligagdes C=C, C=N e C=0 de forma ndo hidrolitica. Sdo bons exemplos as
Desidratases e as Descarboxilases.

v' Isomerases: Catalisam diversos tipos de isomerizagdo, incluindo a racemizagao.

v’ Ligases: Sdo enzimas que catalisam reacdes de formacdo e novas moléculas a partir de

duas ja existentes. Nesta classe sdo denominadas, frequentemente, sintetases.

As enzimas e 0s micro-organismos em decorréncia da estocagem ou mesmo durante o

uso estdo propensos a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos. E necessario que
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se estabilize estes biocatalisadores, como meio de evitar a inativagdo para uso em meio
organico. Dessa maneira, para a manutencdo da atividade catalitica e do potencial de
estereosseletividade, é indispensavel o desenvolvimento de métodos preventivos especificos
(NASCIMENTO et al., 2002; MENDES et al., 2010).

A formacdo de produtos de maneira altamente estereo e regiosseletiva esta ligada a
natureza quiral das enzimas. A atuacdo destas a temperatura branda, condi¢cdes neutras e
aquosas, além do elevado numero de ciclos cataliticos, chama a atencéo para o uso de enzimas
em sintese quimica. Muitas enzimas tém a capacidade de viabilizar a transformacédo de véarios
substratos em produtos dificilmente obtidos por rotas quimicas ou ainda atuar em reagdes nas
quais ndo existem alternativas quimicas viaveis (OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009).

2.5. Oxirredutases

Oxirredutases sdo catalisadores que possuem diversas aplicacdes atraentes e
desafiadoras representando cerca de um quarto das enzimas conhecidas. Muitas vezes exigem
cofatores como nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) e nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADP) que possuem um valor elevado, como mostra na (Figura 3).
Suas aplicacdes praticas estdo relacionadas a biossintese de compostos quirais e polimeros,

construcdo de biossensores e degradacdo de poluentes ambientais (LIU; WANG, 2007).

El
SUBSTRATO 7—§\PRODUTO 1
NAD(P)+ NAD(P)H

SUBSTRATO 2 ——3 PRODUTO 2
E2

Figura 3: Regeneracdo enzimatica de cofatores (para a regeneragdo acoplada ao substrato, as duas enzimas sdo
as mesmas, E1 = E2, para a regeneracdo acoplada enzimética, E1 e E2 representam duas enzimas diferentes).
Fonte: Adaptado de Liu & Wang (2007).

Oxirredutases sdo amplamente distribuidas entre organismos microbianos, vegetais e
animais. Elas catalisam a troca de elétrons ou equivalentes redox entre moléculas doadoras e
aceitadoras, em reagdes envolvendo transferéncia de elétrons, abstracdo de hidrogénios,

abstracdo de hidrogénio, transferéncia de hidreto, insercdo de oxigénio ou outras etapas
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importantes (MUNRO; TAYLOR; WALKINSHAW, 2000).

As pesquisas biocataliticas envolvem as enzimas oxirredutases. Nestes processos de
biotransformacGes redox envolvem duas oxirredutases isoladas sendo uma para a
biotransformacdo e outra para a regeneracdo do cofator. No entanto, a maioria das
biotransformagfes redox envolvem metabolizar células com enzimas de todas as classes
sendo ativas junto com as oxirredutases (STRAATHOF; PANKE; SCHMID, 2002).

A classe de enzimas, em questdo, podem ser classificadas de acordo com a sua
sequéncia ou estrutura tridimensional, que € muito informativa para o estudo de relacdo
estrutura-funcdo, evolucao enzimatica, funcional genémica e descoberta de novas enzimas in
silico (XU, 2005). Outras classes incluem as oxirredutases (cloroperoxidase, colesterol
oxidase, lacase, peroxidase, oxalato oxidase, glutamato desidrogenase e alcool
desidrogenase), liases (aliinase) e isomerases (L-arabinose isomerase) (MENDES et al.,
2011).

Muitas aplicagdes modernas eram esperadas para estas enzimas incluindo produtos
farmacéuticos, sintese e modificacdo de polimeros, degradacdo oxidativa de poluentes e
construcdo de biossensores para uma variedade de andlises e aplicacBes clinicas (MAY,
1999).

Em escala industrial as biotransformacfes redox sdo bem sucedidas em diversos
setores quando se envolvem oxirredutases (Figura 4) . Estes, as vezes, envolvem duas
oxirredutases isoladas, uma para a biotransformacao e outra para a regeneracdo do cofator. No
entanto, a maioria das biotransformacoes redox envolvem metabolizar células com enzimas
de todas as classes sendo ativas junto com as oxirredutases (STRAATHOF; PANKE;
SCHMID, 2002).

) POLIMEROS
COSMETICOS

ALIMENTACAO

. FARMACIA
NUTRICAO

AGRO

OUTROS SETORES

Figura 4: Setores industriais em que o0s produtos de biotransformagdes industriais
sdo usados. Fonte: Adaptado de Straathof; Panke; Schmid ( 2002).
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2.6. ADH E SUAS APLICACOES

As alcool desidrogenases sdo oxirredutases de cadeia média classificadas como EC
1.1.1.1 contendo de 327-376 residuos de aminoacidos por cadeia e geralmente necessitam de
zinco (STROMMER, 2011) para catalisar a conversao reversivel de etanol e acetaldeido. Sua
ocorréncia se manifesta em praticamente todos os organismos e catalisam a oxidacao
reversivel de alcoois primérios e secundarios em aldeidos e cetonas, respectivamente (RAJ;
RAMASWAMY; PLAPP, 2014). Essas enzimas promovem a reducdo a grupos carbonilicos,
também referenciadas como carbonil-redutases ou cetorredutases (HOFF & SANDBY 2013).
Estas enzimas também catalisam reacdes de oxidacdo de alcoois primarios e secundarios,
como 0s substratos tipicos (glicerol, lactato e etanol) em seus correspondentes compostos
carbonilados (NAKAMURA et al... 2003) como mostra na Figura 5.

OH O

HO\/L\/OH Desidrogenases - HO\A/OH
glicerol 1,3-di-hidroxipropan-2-ona
o o)
Desidrogenases
- O-
OH 0
lactato 2-oxopropanoato

Desid
/\OH esidrogenases PN

-
-

@)

etanol etanal

Figura 5: Oxidacdo de alcoois através de desidrogenases.
Fonte: Adaptado de Nakamura et al...(2003)

A élcool desidrogenase (ADH), uma isoenzima, desempenha um papel significativo
no metabolismo de varias substancias biologicamente importantes e promove a catalise das
reacOes de oxidacdo ou reducdo de uma ampla especificidade de substratos. As isoenzimas
sdo divididas em varias classes com base em diferengas na especificidade do substrato, bem
como na sensibilidade a inibidores, localizacdo e propriedades imunolégicas (JELSKI
,SZMITKOWSKI, 2008).

Outra papel importante das ADHs € que estdo envolvidas na remocdo de radicais
livres, como a catalase (CAT), por serem enzimas respiratérias (KLUGE et. AL., 2017). Em
muitos estudos mostraram que essas enzimas estdo presentes nas células dos tecidos do
cérebro humano. Essas enzimas sdo responsaveis pelo metabolismo de muitas substancias

bioldgicas, como etanol, retinol e serotonina. Em estudos preliminares descobriu-se que o
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tecido do cancer expressa ADH atividades de isoenzimas. Além disso, 0 aumento da atividade
total da alcool desidrogenase correlacionou-se com classe | da ADH e demonstra ser causada
pela liberagdo desta isoenzima de células cancerigenas (JELSKI et. al., 2017).

As ADHs sdo utilizadas para a reducdo da cetona e requerem cofatores de
nicotinamida (NADH ou NADPH) como fonte de hidreto(Figura 6). O alto custo dos
cofatores torna a regeneracdo eficiente do cofator um pré-requisito para aplicacbes
preparativas. Atualmente, existem varias perspectivas para contornar o desafio do cofator:
usando células inteiras, ou através de abordagens enzimaticas, eletroquimicas, fotoquimicas e
quimicas (NI; XU, 2012; HOLLMANN et al., 2010). O cofator possui dois hidrogénios
diastereotdpicos com a mesma capacidade de serem transferidos. A estrutura da enzima
implicada no processo e, portanto, sua ligacdo ao substrato, determina o hidrogénio a ser
transferido a uma determinada face do substrato (LABES; WENDHAUSEN, 2008).

/ HL\B* C,-nllllH ‘B
/C\\\/ - \H
H
H 0

H H 1
Redugio do Substrato \ NH,
t/‘ NH, — ‘
D ——
| Oxidagio do Alcool =
KA N*
T

R
Figura 6: Mecanismo da redu¢do promovida pelo NADH e NADPH.

Fonte: Bruice, 2006.
No trabalho realizado por Findrik e colaboradores (2005) se utilizou a ADH para

catalisar uma  reacdo de sintese organica. O composto acetofenona foi reduzido
enantiosseletivamente em (S)-1-feniletanol pela enzima presente em Thermoanaerobacter sp,
como mostra na Figura 7. E a conversdo poderia atingir 98% quando se empregou 0 2-
propanol como substrato secundario.

i OH
ADH
Thermoanaerobacter sp. "'//,//H
- . |
Acetofenona (S)-1-feniletanol

Figura 7: Reacdo de biorreducéo da Acetofenona.
Fonte: Adaptado de Findrik et. al. (2005)
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No trabalho desenvolvido por Conceigcdo et. al.(2003) o fungo Pichia stipitis foi
utilizado na reducdo de cetonas com alta quimioseletividade e enantioselectividade. A
preparacdo de (S)-2-etil-1-fenilprop-2-en-1-ol pela reducdo de 2-etil-1-fenilprop-2-en-1-ona
adsorvido em Amberlite ™ XAD-7(Figura 8).

o) OH

P.stipitis
B ———
30 °C, 150 rpm, 72h
Amberlite XAD- 7

(S)-2-etil-1-fenil-prop-2-en-1-ol

2-etil-1-fenil- -2-en-1-
eti enil-prop-2-en-1-ona y=65%

Figura 8: Reducéo de 2-etil-1-fenilprop-2-en-1-ona adsorvida em Amberlite ™ XAD-7 por P. Stipitis.
Fonte: Conceigdo et. al.(2003)

3. PARTE EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Produtos Naturais e
Neuroquimica Experimental (LPNNEX) na Universidade Federal do Piaui (UFPI).
3.1. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

O substrato, 4-metilacetofenona da marca Vetec foi adquirido comercialmente.

3.2. MICRO-ORGANISMOS

3.2.1. Isolamento de micro-organismos do solo da Caatinga piauiense

Esta parte foi dividida em trés etapas: coleta, enriquecimento e o isolamento dos

micro-organismos.

-Etapa 1: Coleta

Nesta etapa foram coletadas amostras de solos de diferentes ambientes naturais da

cidade de Teresina e Campo Maior pertencentes a Caatinga piauiense.
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O procedimento consistiu em coletar amostra de solo superficial, onde retirou-se a
camada superficial de matéria organica (aproximadamente 2 cm) e transferiu-se o material
para um frasco de vidro com auxilio de uma espatula. O material utilizado para coleta e

armazenamento estava esterilizado.

-Para o preparo da solucdo tampao fosfato utilizada nas reagdes biocatalisadas

Para a obtencdo da solucdo tampdo fosfato (pH 7; 0,1 mol/L) inicialmente foram
preparadas duas solucgdes:
Solucgdo 1: pesou-se 11,867 g de NaoHPO4 e diluiu-se em 1 L de &gua destilada.

Solucgdo 2: pesou-se 9,078 g de KH2PO4 e diluiu-se em 1 L de &gua destilada.
A solucdo final de tampéo fosfato com pH 7 (0,1 mmol/L) foi obtida misturando-se

60 % da solugéo 1 e 40 % (v/v) da solucéo 2 (v/v), o que deu o pH desejado.

-Etapa 2: Enriquecimento

a) Pesou-se 2 g de solo em um béquer, acrescentou-se 20 mL de solucdo tampéo (pH
7) e agitou-se vigorosamente, a amostra permaneceu parada por 2 minutos para sedimentacéo.
Transferiu-se 100 uL do sobrenadante para placa de Petri contendo meio de cultura MCFE7,

para ser realizado o isolamento microbiano (Etapa 3).

- Meios de Cultura
- Meio de cultura MCFE7: KH2PO4 (0,1 %; 1,0 g/L), Dextrose (0,025 %; 0,25 g/L) da marca

Dinamica, Peptona (0,025 %; 0,25 g/L) da marca Oxoid, agar (2 %; 20,0 g/L; quando
necessario) da marca Himedia.
- Meio de cultura MCBE7: KH2PO4 (0,1 %; 1,0 g/L), Extrato de Carne (0,025 %; 0,25 g/L) da

marca Himedia, Peptona (0,025 %; 0,25 g/L), agar (2 %; 20,0 g/L; quando necessario).

- Etapa 3: Isolamento de micro-organismos

ApoOs a coleta de amostras de solo, partiu-se para o isolamento de micro-organismos

que foi realizado em placa de Petri com meio de cultura apropriado (Figura 9).
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Figura 9: Repique de micro-organismos em placas de Petri com auxilio de uma alca de platina.
Fonte: Araljo, 2014.

-Etapa 4: Identificacdo taxondmica dos fungos

Apos o isolamento dos fungos foram montados microcultivos em laminas das colonias
de modo a fornecer melhor crescimento das estruturas fingicas onde estas foram analisadas
através de microscopio Optico da marca Celestron através das objetivas 40x e 100x. A

identificacdo a nivel de espécie foi realizada seguindo as chaves de identificacdo descritas por

De Hoog et al. (2000).

3.2.2. Avaliacdo do espectro de atividade enzimatica enantiosseletiva de micro-

organismos

Os micro-organismos isolados na etapa anterior inicialmente foram utilizados como
biocatalisadores em reacOes de biorreducdes catalisadas por oxirredutases. O composto
selecionado para este estudo foi a 4-metilacetofenona.

Pré-inoculo: Para cada micro-organismo isolado, um pré-inoculo foi preparado para
ser empregado na etapa de avaliacdo enzimatica. O procedimento consistiu em inocular o
micro-organismo em um Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de meio de cultura, tempo
de crescimento e temperatura por volta de 25°C.

As reacdes foram realizadas em microplacas (24 pogos, volume individual de 10 mL)
Figura 10, e em cada pogo foram adicionados 2 mL de meio de cultura MCFE1 e 200 pL de
pré-inoculo. As microplacas foram mantidas em agitador rotativo por 4 dias e entdo foram
adicionados os substratos (concentracdo de 5 mmol/L/etanol) para verificar o potencial de
reducdo de cada micro-organismo. Apds 72 h de reacdo as culturas foram transferidas para
tubos de ensaios e extraidas com 2 mL de acetato de etila. Uma aliquota da fase organica de

cada reacao foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura 10: ReSurmo da etapa de avaliagdo do espectro de atividade enzimdtica enantiosseletiva dos micro-

organismos. (a) Micro-organismo 1. (b) Micro-organismo 2. Fonte: Aradjo, 2014.

3.2.3. Analise das reacdes de biocatalise por CLAE

A fase organica foi inicialmente filtrada e depois foi coletada de cada reagédo 1 pL
onde foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia da marca Shimadzu equipado
por coluna capilar aquiral Luna C8, 250x4,6 mm, marca Phenomenex utilizando no método
acetonitrila/agua Milli-Q (60/40%) para as analises das amostras do extrato organico acetato
de etila/p-metilacetofenona. Os produtos das reagdes biocatalisadas foram comparados com

misturas racémicas de amostras previamente obtidas de rea¢des quimicas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Coleta de solo

Selecionou-se o solo da Caatinga piauiense, como alvo de coleta, por ser o Unico bioma
exclusivamente brasileiro, podendo guardar micro-organismos nunca estudados. Foram coletadas
10 amostras em Teresina (23M 743690 9437095) e 10 amostras na Fazendinha, interior de
Campo Maior (23M 814048 9465719).

Dessas amostras foi isolado um total de 64 colbnias de micro-organismos, sendo 47

bactérias e 17 fungos (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Bactérias isoladas de amostras de solo

Amostras Micro-organismos

Teresina THB1




THB2
THB3
THB4
THBS
THB6
THB7
THBS8
THB9
THB10
THB11
THB12
THB13
THB14
THB15
THB16
THB17
THB18
THB19
THB20
THB21
THB22

37

Fazendinha (Campo Maior)

FZB1
FZB2
FZB3
FZB4
FZB6
FZB7
FZB8
FZB9
FZB10
FZB11
FZB12
FZB13
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FZB14
FZB15
FZB16
FZB17
FZB18
FZB19
FZB20
FZB21
FZB22
FZB23
FZB24
FZB25

Micro-organismos isolados no meio de cultura MCBE7

Tabela 2: Fungos isolados de amostras de solo

Amostras

Micro-organismos

Teresina

THFG1
THFG2
THFG3
THFG4
THFG5
THFG6
THFG7

Fazendinha (Campo Maior)

FZFG1
FZFG2
FZFG3
FZFG4
FZFG5
FZFG6
FZFG7
FZFG8
FZFG9
FZFG10
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Micro-organismos isolados no meio de cultura MCFE7

De acordo com as tabelas 1 e 2, percebe-se que de maneira geral foram isolados mais
bactérias do que fungos, sendo encontrados mais micro-organismos em amostras de solo da

Fazendinha (Campo Maior).

4.2. Avaliacdo da atividade enzimatica dos micro-organismos

Como biocatalisadores para as reagdes de biorreducdo enantiosseletiva foram
utilizados os 64 micro-organismos isolados de amostras de solo da Caatinga piauiense. Dentre

0s micro-organismos isolados tém-se bactérias e fungos.

4.2.1. Avaliacao da atividade enzimética das bactérias da Caatinga piauiense em

biorreducéo da 4-metilacetofenona

A fim de avaliar o potencial catalitico das diferentes bactérias isoladas do solo da
Caatinga piauiense, como agente redutor, decidiu-se usar a reducdo da 4-metilacetofenona
para produzir o (R) ou (S) 1-(4-metilfenil)etanol. Foram selecionados 47 bactérias para

realizar esse estudo. Os resultados encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3:Avaliacdo da atividade enzimatica de bactérias na reducao da 4-metilacetofenona.

0 OH
/@)& ___ NAD(PH _ /@)\
Alcool desidrogenase
Me Me
(R.S)
Reacéo Bactérias Cetona/Alcool?

1 THB1 -
2 THB2 -
3 THB3 -
4 THB4 -
5 THB5 -
6 THB6 -
7 THB7 13/86
8 THBS 41/59
9 THB9 20/80
10 THB10 18/82



11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

THB11
THB12
THB13
THB14
THB15
THB16
THB17
THB18
THB19
THB20
THB21
THB22
FZB1
FZB2
FZB3
FZB4
FZB5
FZB6
FZB7
FZB8
FZB9
FZB10
FZB11
FZB12
FZB13
FZB14
FZB15
FZB16
FZB17
FZB18
FZB19
FZB20
FZB21
FZB22
FZB23
FZB24
FZB25

40

13/87
23/77
29/71
18/82
3/97
59/41
45/55
2/98
2/98
17/83
4/96
4/96
3/97
13/87
3/97
3/97
>99

Condicdes reacionais: 5mmol/L de substrato 4-metilacetofenona em 2 mL de meio de cultura
MCBE7 (pH 7) incubado a 32 °C em um agitador orbital (160 rpm) por 72 horas. 2conversao

determinada por HPLC usando a coluna Luna C8 25 mm x 0.25 mm);

Apo0s a anélise dos dados da Tabela 3 pode-se observar que as maiores concentragoes
do (R) ou (S) 1-(4-metilfenil)etanol (80 até >99%) foram obtidos utilizando as bactérias
THB7,THB8, THB9, THB10, THB11, FZB9, FZB12, FZB13, FZB16, FZB17, FZB18,
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FZB19, FZB20, FZB23, FZB24 e FZB25 (Reagbes 7-11, 31, 34, 35, 38-42, 45-47). De
maneira geral observou-se boas concentragdes dos alcoois.

Algumas bactérias, THB1, THB2, THB3, THB4, THB5, THB6, FZB4, FZB5, FZB6,
FZB7, FZB8,ndo apresentaram a oxirredutase de interesse, uma vez que a biorrreducdo nédo

ocorreu (ReagGes 1-6 e 26-30).

4.2.2. Avaliacdo da atividade enzimatica dos fungos da Caatinga piauiense em

biorreducéo da 4-metilacetofenona

Avaliou-se a atividade enzimatica de 17 fungos isolados da Caatinga piauiense em
biorreducdo da 4-metilacetofenona, Tabela 4.

Tabela 4: Avaliacdo da atividade enzimatica dos fungos na reducao da 4-metilacetofenona.

O OH

/@)& ___ NAD(PH _ /@)\
Alcool desidrogenase

Me Me

(R.S)

Reagé_o Fu ngos Cetona/A|COO|a(%)
1 THFG1 9/91
2 THFG2 6/92
3 THFG3 -
4 THFG4 -
5 THFG5 -
6 THFG6 22/78
7 THFG7 26/74
8 FZFG1 59/41
9 FZFG2 79/21
10 FZFG3 47153
11 FZFG4 13/87
12 FZFG5 3/97
13 FZFG6 43/57
14 FZFG7 58/42
15 FZFG8 -
16 FZFG9 39/61
17 FZFG10 39/61

Condi¢cBes reacionais: 5mmol/L de substrato 4-metilacetofenona em 2 mL de meio de
cultura MCF7 (pH 5,6) incubado a 32 °C em um agitador orbital (160 rpm) por 72 horas.
aconversao determinada por HPLC usando a coluna Luna C8 25 mm x 0.25 mm);
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De acordo com os resultados da Tabela 4, observou-se a reducdo da 4-
metilacetofenona pelas oxirredutases presentes nos fungos usados, sendo destacado os fungos
THFG1, THFG2, THFG6, THFG7, FZFG4 e FZFG5 com moderada a excelente concentracédo
do (R) ou (S)-1-(4-metilfenil)etanol (91, 92, 78, 74, 87 e 97%, respectivamente). Com
destaque ao fungo FZFG5, cuja concentracdo do alcool foi >97%.

Ap0s a avaliacdo do espectro de atividade enzimatica dos micro-organismos isolados,
partiu-se para a identificacdo daqueles micro-organismos que exibiram excelente atividade
enzimatica nas reacdes enantiosseletivas testadas. Para este proposito contamos com 0 apoio
do grupo de pesquisa da Professora Dr? Mitra Mobin (Uninovafapi). A caracterizacdo
taxonbmica dos micro-organismos foi realizada através de microscopio Optico. A
identificacdo a nivel de espécie foi realizada seguindo as chaves de identificacdo descritas
por De Hoog et al.(2000).

Dentre os micro-organismos identificados tém-se os fungos espécies Curvularia
clavata Jain, Aspergillus Niger V. Tiegh e Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerligs,
inicialmente nomeados, como THFG2, THFG6 e FZFG4 (ANEXO 1), respectivamente
(Tabela 2).

5. CONCLUSAO

As amostras de solo da Caatinga piauiense forneceram inicialmente 47 bactérias e 17
fungos ap6s a metodologia de isolamento induzido com 4-metilacetofenona usado durante o
crescimento dos micro-organismos. Foram identificados 3 fungos, dos quais através do
microcultivo foi possivel chegar-se as espécies Curvularia clavata Jain, Aspergillus Niger V.

Tiegh e Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerligs.

Das 47 bactérias testadas na biorreducdo da 4-metilacetofenona, 16 bactérias
apresentaram oxirredutase que catalisaram a reducdo da cetona a seu correspondente (R) ou
(S) -1-(4-metilfenil)etanol de moderada a elevadas concentragdes (80 até >99%).

Oito, dos 17 fungos testados na biorreducdo da 4-metilacetofenona, apresentaram

oxirredutases que catalisaram a reducdo da cetona a seu correspondente alcool com moderada
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a elevada concentracgéo do (R) ou (S) 1-(4-metilfenil)etanol (87-97%). Com destaque ao fungo
FZFG5, cuja concentracdo do alcool foi 97%. De forma geral, os micro-organismos testados e
com atividade enzimatica apresentaram boa capacidade de reducdo do substrato 4-
metilacetofenona em experimentos de biotransformacéo.

As perspectivas para este trabalho demonstram que a utilizagdo destes micro-
organismos pode ser realizada em experimentos de biorredugédo com outros substratos, bem
como para conhecimento de espécies bioldgicas com potencial biocatalisador, sendo assim
importantes para o conhecimento da biodiversidade dos micro-organismos em processos de
bioprospeccéo.
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RESUMO

Os produtos naturais isolados de micro-organismos, em especial os fungos, estdo
relacionados & producéo de uma diversidade de micromoléculas bioativas em virtude da sua
grande capacidade metabdlica. Os fungos podem proporcionar potencialmente uma vasta
variedade de metabolitos, tais como alcaloides, benzoquinonas, flavonoides, fenois,
esteroides, terpenoides, tetralonas e xantonas. Os mesmos sdo de grande interesse
biotecnoldgico, principalmente em processos fermentativos que resultam na producdo de
metabdlitos secundarios. A metodologia utilizada para a realizacdo deste trabalho foi de
cunho bibliografico, onde foi possivel ter acesso a artigos cientificos que explanavam sobre 0s
compostos e o efeito bioldgico dos metabdlitos secundarios isolados por fungos. Com base
na pesquisa realizada foram identificados os diferentes grupos de metabdlicos e suas
respectivas atividades farmacol6gicas. No presente estudo de revisdo buscaram-se 0s
principais metabolitos secundérios relatados de fungos com atividades farmacoldgicas destes
na literatura cientifica até agosto de 2017. Para futuras perpectivas, é necessario que se
intensifique investigacOes sobre os compostos produzidos por estes organismos associado ao
progresso e continuidade dos estudos quimicos e farmacologicos dos compostos isolados de
fungos consiste na facilidade de obtencdo, com bons rendimentos e rotas biossintéticas
viaveis.

Palavras-chave: atividades, fungos, metabolitos.
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ABSTRACT

Natural products isolated from microorganisms, especially fungi, are related to the
production of a variety of bioactive micromolecules due to their great metabolic capacity.
Fungi can potentially provide a wide variety of metabolites, such as alkaloids, benzoquinones,
flavonoids, phenols, steroids, terpenoids, tetralones and xanthones. They are of great
biotechnological interest, mainly in fermentative processes that result in the production of
secondary metabolites. The methodology used to carry out this work was a bibliographical
one, where it was possible to have access to scientific articles explaining about the
compounds and the biological effect of the secondary metabolites isolated by fungi. Based on
the research, the different metabolic groups and their respective pharmacological activities
were identified. In the present review, the main secondary metabolites reported from fungi
with pharmacological activities of these fungi were searched in the scientific literature until
August 2017. For future prospects, it is necessary to intensify investigations on the
compounds produced by these organisms associated to the progress and continuity of the
studies chemical and pharmacological properties of the compounds isolated from fungi is easy

to obtain, with good yields and viable biosynthetic routes.

Keywords: activities, fungi, metabolites.
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1. INTRODUCAO

Os organismos vivos sdo fontes valiosas de substancias biologicamente ativas, ou
base promissora para a sintese quimica planejada, cujos metabdlitos secundarios surgem
como matérias primas para a producdo de indmeros medicamentos contemporaneos
(BARREIRO, BOLZANI, 2009).

No Brasil, os produtos naturais sdo uma tendéncia devido a sua vasta area territorial,
sendo detentor da maior floresta equatorial e tropical Umida do planeta, e uma vasta flora e
fauna. Desta forma, os produtos naturais isolados de micro-organismos, em especial 0s
fungos, estdo relacionados a producéo de diversidade de micromoléculas bioativas em virtude
da sua grande capacidade metabdlica, e no que se refere a medicamentos (exemplo
antibidticos), mas, sobretudo como agroquimicos que causem menos danos ao ser humano
(PINTO et. al., 2002).

Os fungos sdo notavelmente um grupo diversificado, incluindo cerca de 1,5 milhdes
de espécies, que podem proporcionar potencialmente uma vasta variedade de metabdlitos, tais
como alcaloides, benzoquinonas, flavonoides, fenois, esteroides, terpenoides, tetralonas e
xantonas (JOEL & BHIMBA, 2013). Varios constituintes isolados de seu metabolismo
apresentam atividades farmacoldgicas bem elucidadas e com uso clinico difundido, como
exemplo podemos citar 0s antibidticos penicilinas, o antifungico griseofulvina ambos obtidos
de fungos do género Penicillium, além das estatinas obtidas de diferentes fungos, que
representam uma classe de farmacos que atuam como inibidor da enzima HMGCo-
ARedutase, que esta envolvida no metabolismo do colesterol , representadas pela lovastatina
cuja otimizacdo levou a sintese da sinvastatina (VIEGAS JR et al., 2006 ).

Devido ao interesse crescente por metabdlitos secundarios obtidos por sintese ou
naturais advindas de fungos, e com possivel potencial terapéutico, buscou-se apresentar nessa
obra os mais recentes estudos e pesquisas envolvidas nesse fim. Nesta revisdo descrevemos

brevemente as publicagdes encontradas até agosto de 2017.
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2. METODOLOGIA

A revisdo cientifica foi desenvolvida de forma sistemética sobre os metabolitos
secundarios isolados pelos fungos e suas atividades farmacoldgicas.

Nesta revisdo descrevemos brevemente as publicacGes encontradas até agosto de

2017. Para tanto, pesquisamos no ScienceDirect, PubMed, Web of Science, Scopus , e nas

(113

bases de dados diversas, com os termos relevantes fungi’, ‘fungus’, ‘secondary
metabolites’, ‘pharmacological activities of fungus’, ‘chemopreventive fungus’”. Nao foram

impostas restrigdes linguisticas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Principais metabdlitos encontrados em fungos

A principio nas culturas de fungos podem ser usados 0s esporos, micélios e tecidos a
partir de corpos de frutificacdo ou substratos. Os métodos sdo simples e normalmente ndo
necessitam de equipamentos complexos ou protocolo (ARORA et al.., 1992).

Os metabolitos secundarios geralmente apresentam uma estrutura complexa, baixo
peso molecular e apresentam-se em baixas concentragfes. Sabe-se que muitas dessas
substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a adequacdo do
produtor a seu meio. Assim, despertam grande interesse, ndo sé pelas atividades bioldgicas e
farmacoldgicas, mas também pelas areas alimentar, agrondmica, perfumaria e outras
(SIMOES etal., 2007; PEREIRA E CARDOSO, 2012).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: compostos fenodlicos,
terpenos e alcaloides utilizados na defesa contra estresses bidticos e abidticos (TAIZ;
ZEIGER, 2009). Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico e é&cido
mevalbnico. Os terpenos sdo produzidos a partir do &cido mevaldnico (no citoplasma) ou do
piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os alcaloides s&o provenientes de aminoacidos
aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido chiquimico e de
aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). Flavonoides, taninos e ligninas fazem parte dos
compostos fenolicos; dleos essenciais, saponinas, carotenoides e a maioria dos
fitorreguladores sdo terpenos; nicotina, cafeina e vincristina sdo exemplos de alcaloides
(ALVES, 2001; PERES, 2004). Alguns metabolitos como alcaloides, esteroides, terpenos

entre outros estdo descritos a seguir.
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3.2. Alcaloides

Os alcaloides representam uma grande parte dos metabdlitos secundarios contendo
nitrogénio. Esses compostos foram descobertos em plantas e fungos que exibem excelentes
propriedades bioldgicas. Os alcaldides possuem uma variedade de estruturas quimicas
nitrogenadas, muitas vezes ricas em alguma atividade biolégica importante, podendo ser
utilizados como anticancerigenos, antipaludicos e anti-arritmicos (DEMBITSKY, 2014;
O’CONNOR; MARESH, 2006).

Outra aplicabilidade dos alcaldides estd relacionada a capacidade inibidora da
acetilcolinesterase (AChE), onde estudos apontam, por exemplo, duas acridonas:
quinolactacina Al (1) e quinolactacina A2 (2) isoladas a partir do fungo Penicillium citrinum
(Trichocomaceae) possuem efeito inibitério da AChE (LARSEN, 1991). Estruturas dos

alcaldides isolados do fungo Penicillium citrinum na Fig. 1.
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Figura 1: Estruturas dos alcal6ides isolados do fungo Penicillium citrinum.

Pesquisas relatam que centenas de novos constituintes sdo produzidos por
organismos das seguintes familias, Hypocreaceae, Nectriaceae, Pleosporaceae,
Trichocomaceae (WILLIAMS, 2004). Fungos enddfiticos, por exemplo, sdo uma nova fonte
de metabolitos secundarios com o potencial para usos médicos, agricolas e exploracao
industrial (GUARNIERI, 2007). Essas atividades farmacoldgicas tem possibilitado sua busca
atraves de diversas espéecies (DEMBITSKY, 2014) como relatado por Zhu et al. (2016) que
isolou alcaloides de piridona a partir de fungos endofiticos obtido da planta do mangue S.
caseolaris e Ma et al. (2015) que teve resultados a partir de um fungo derivado de esponja
Aspergillus flavus.

Wang et al. (2015) estudou a espécie Hericium erinaceus, um cogumelo medicinal
utilizado ha bastante tempo como alimento funcional no norte Asiatico. Segundo algumas
descricbes esta espécie possui efeitos farmacolégicos que incluem bioatividades

hipoglicémicas, anticancer e anti-inflamatérias. Com seus estudos ele isolou oito novos
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alcaloides estabelecendo suas estruturas por métodos espectroscépicos de RMN e célculos
ECD. Dois dos alcaloides apresentaram citotoxidade em testes in vitro contra células, sendo
eles Erinacerin P (3) e Erinacerin M (4) enquanto Erinacerin Q (5) e Erinacerin T (6)
apresentaram atividades inibitdrias contra as proteinas tirosina fosfatase-1-f e a-glucosidase.

Estruturas dos alcaldides isolados do fungo Hericium erinaceus na Fig. 2.
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Figura 2: Estruturas dos alcal6ides isolados do fungo Hericium erinaceus.

Testes de citotoxidade também foram realizados em dois novos alcaldides,
indolprenilados, isolados por Zhang et al. (2015) que estudou o fungo endofitico marinho
Paecilomyces variotii obtido da Grateloupia turuturu, uma alga vermelha. Os alcaloides
foram nomeados como dihidrocarneamida A (7) e iso-notoamida B (8). As estruturas foram
analisadas através de técnicas de analise em HPLC e analise espectral abrangente. Estes sdo
alcaloides raros, pois diferentes de alguns tipos indolprenilados, esses possuem prenilagdo C-
5 e formam o anel dimetildi-hidropirano fundido em C-5 e C-6 no anel indol que é incomum
nesse tipo de alcaldide. Os testes bioldgicos realizados mostraram que 7 e 8 possuem baixa
citotoxicidade contra células tumorais. Estruturas dos alcaldides isolados do fungo

Paecilomyces variotii na Fig. 3.
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Figura 3: Estruturas dos alcal6ides isolados do fungo Paecilomyces variotii.

No estudo desenvolvido por Xu et al. (2015) isolaram nove compostos de oxindol do
fungo Penicillium commune em que suas estruturas foram identificadas a partir de dados
espectrocopicos, onde um dos compostos apresentou uma porcao rara de 2H-pirrol [2,1-b]
piridina e outros dois apresentaram-se como alcaloides policiclicos e polihidroxilicos
complexos. Alguns dos metabdlitos também foram testados quanto a atividade citotoxica em
carcinoma humano porém, nao apresentaram bons resultados.

Outro fungo endofitico foi isolado por Na et al. (2016) em suas pesquisas, onde a
partir dos caules e raizes da espécie Nerium indicum onze micro-organismos foram
determinados e identificados morfologicamente como Geomyces, Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus e Nigrospora. O trabalho desenvolvido mostrou também que o isolamento da
cepa CH1 (Geomyces) pode produzir compostos bioativos como alcaldides indolicos, a
vincamina (9), e outros analogos deste composto partir da analise por TLC, HPLC e analise
LC-MS. Estrutura de um alcaldide indolico de micro-organismos das raizes de Nerium

indicum na Fig. 4.
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Figura 4: Estrutura de um alcal6ide inddlico de micro-organismos das raizes de Nerium indicum.
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Zhang et al. (2014) isolou e identificou dois novos alcaldides, a partir de plantas,
incluindo um novo composto derivado da piperidina do fungo Penicillium oxalicum,
penioxamida A (10) e um novo analogo de decaturina, 18-hidroxydecaturina B (11). O fungo
endofitico foi obtido a partir do tecido interno das folhas frescas da planta da espécie
Rhizophora stylosano do mangue. Suas estruturas e configuragGes absolutas foram elucidadas
com base nos dados espectrais e analise do dicroismo circular. Estruturas do alcalGides

isolados do fungo Penicillium oxalicum na Fig.5.

10) (11)

Figura 5: Estruturas dos alcaléides isolados do fungo Penicillium oxalicum.

Cui et al. (2017) também isolou seis novos alcaloides a partir de um fungo endofitico
(Diaporthe phaseolorum SKS019) obtido de um ramo fresco da planta Acanthusilicifoliuse e
incluiam quatro cromeno [3,2-c] piridinas (diaporfasinas AD) mostradas nas estruturas 12-15
e duas isoindolinonas (meyeroguilinas C e D) mostradas nas estruturas 16-17. Os demais
alcaloides descobertos ja eram conhecidos, sdo eles meyeroguilina A, 5-desoxilostricidina e
fusaristatina A (compostos 18, 19 e 20 respectivamente). Suas estruturas foram definidas por
analise de RMN 1D e 2D e espectroscopia de massa. Estruturas de compostos isolados de

Diaporthe phaseolorum SKS019 na Fig. 6.
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Figura 6: Estruturas de compostos isolados de Diaporthe phaseolorum SKS019.

Outros estudos relacionados foram de Wang et al. (2017) que isolaram trés pares de
alcaloides conhecidos e sete novos que foram obtidos a partir de corpos frutiferos de G.
conclear e elucidados utilizando técnica de RMN 1D e 2D. Alguns dos novos compostos
foram isolados como uma mistura racémica e suas separa¢des foram realizadas por analise em
HPLC, suas configuracbes absolutas foram determinadas por célculos de ECD e 0s novos
alcaloides foram nomeados de ganocochlearine. Todos os oito alcaloides apresentaram uma
caracteristica comum, o grupo 1,4-di-hidroxido que € um intermediario do acido chiquimico o
que nos leva a especular se esses alcaloides e meroterpendides nesse fungo podem partilhar
uma via biogenética comum.

Isaka et al. (2013) isolou e elucidou a estrutura de um novo alcal6ide, cordilactama
(21) a partir de um fungo patogénico (Cordyceps sp.) de uma aranha (Araneae) na fig. 7. A
elucidacdo da estrutura foi através da base de dados espectroscopicos de RMN e
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espectrometria de massas, o qual foi confirmada por anélise espectroscépica de um derivado
semi-sintético. A presenca de um metabdlito secundario foi sugerida pela exibicdo de um
perfil Gnico de espectroscopia RMN *H. Estrutura do composto isolado de Cordyceps sp na
Fig. 7.

21

Figura 7: Estrutura do composto isolado de Cordyceps sp.

3.3. Esterdides

Esteroides sdo lipideos que formam o conjunto de compostos encontrados na fracdo
insaponificavel de 6leos e gorduras graxas e estdo presentes em quantidades na ordem de
ppm, em O6leos e gorduras, junto com os pigmentos e tocoferdis. Entretanto, os animais, que
contém principalmente colesterol, as plantas sintetizam uma mistura complexa de diferentes
tipos de esteroides, onde o principal é o B-sitosterol. Embora os esteroides estejam
amplamente distribuidos na natureza, muitos deles sdo constantemente sintetizados em
laboratério, para aplicacfes quimicas e farmacéuticas (BEZERRA; ANTONIOSI; FILHO,
2015).

Zhang e colaboradores (2007) isolaram e identificaram quatro esterdides conhecidos
incluindo (22E, 24R)-ergosta-5,7,22-trien-3p -ol, (22E, 24R)-ergosta-4,6,8 (14), 22- tetraen-3-
ona, (22E, 24R) -5a, 8a -epidioxi-gergona-6,22-dien-3p -ol e (22E, 24R) -ergosta- 7,22- dien-
3B, Sa, 6p —triol e um aduto natural de Diels-Alder chamado ergostimida do fungo endofitico
Aspergillus niger EN-13 de um alga marinha marrom, Colpomenia sinuosa. Em outro
trabalho 50, 8a-epidioxi- (22E, 24R) -ergosta-6,22-dien-3B-ol  foi isolada do fungo
patogénico do inseto, Aschersonia luteola BCC 31749 e apresentou atividade antibacteriana
contra Bacillus cereus, bem como mostrou citotoxicidade em relacdo as células NCI-H187 e
vero. (KORNSAKULKARN et al., 2016).

A partir do extrato da cultura do fungo Penicillium chrysogenum QEN-24S, um
fungo endofitico presente numa espécie de algas vermelhas do género Laurencia foram
obtidos dois novos esterdides polioxigenados, a saber, os penicisteroides A(22) e B(23). Além

disso, sete esterdides conhecidos também foram isolados e identificados. As estruturas destes



59

compostos foram estabelecidas com base numa extensa andlise espectroscépica. O
Penicisteroide A, que é um esterdide estruturalmente Gnico possuindo grupos tetra-hidroxi e
C-16-acetdxi, exibiu uma potente atividade antifungica e citotoxica nos bioensaios realizados
(GAO et al., 2011). Estruturas dos esterdides isolados do fungo Penicillium chrysogenum
QEN-24S na Fig. 8.

Ri Ry (23)

Figura 8: Estruturas dos esteroides isolados do fungo Penicillium chrysogenum QEN-24S.

Andersson e colaboradores (2013) isolaram furanosteréides do fungo
Hymenoscyphus pseudoalbidus causador da doenga “ash dieback”, juntamente com os
compostos conhecidos viridiol (24) e demetoxiviridiol (25). Os compostos foram
caracterizados por espectroscopia de RMN 1D e 2D, LC-HRMS e polarimetria. Estruturas dos

esterdides isolados do fungo Hymenoscyphus pseudoalbidus na Fig. 9.
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1 H [OH |w-H, p-OH 3 a-H, p-OH
2 H |OMe |a-H, p-OH Virone O

Viridiol OH |OMe | a-H, p-OH
Viridin OH|OMe |O

Figura 9: Estruturas dos esterdides isolados do fungo Hymenoscyphus pseudoalbidus.
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Um novo esterol Cog poli-hidroxilado, 25& -metil-22-homo-5a -colest-7,22-dieno-3p,
6B, 9a -triol designado globosterol, juntamente com um ergosterol tetra-hidroxilado
conhecido (22E, 24R) -ergosta-7,22-dieno-3p, Sa, 6B, 9a-tetraol (2) foi isolado a partir das
culturas de um fungo endofitico, Chaetomium globosum ZY-22 originado da planta Ginkgo
biloba. As estruturas e configuragcOes relativas destes compostos foram estabelecidos com
base em extensas analises espectroscopicas incluindo experiéncias de RMN 1D e 2D (*H-tH
COSY, HSQC, HMBC e NOESY) e comparacdo com a literatura(QIN et al., 2009).

Chen e colaboradores (2014) isolaram de culturas de Antrodiella albocinnamomea
trés novos esterdides degradados, denominados albocisterdis A-C. Suas estruturas foram
definidas por analise espectroscépica abrangente e cristalografia de raios X de cristal unico. A
mistura de dois desses compostos exibiu atividades inibidoras significativas contra a proteina
tirosina fosfatase 1B (PTP1B).

Em uma investigacdo quimica realizada foram isolados trés esteroides C2s incomuns,
neociclocitrindis EG e 3B-hidroxi-5,9-epoxi- (22E, 24R) -ergosta-7,22-dien-6-ona juntamente
com trés esterdides conhecidos a partir de produtos de fermentacdo sélidos do fungo
endofitico, Chaetomium sp. M453 da espécie Huperzia serrata (Thunb. Ex Murray) Trev. e
submetidos a analises espectroscdpicas, incluindo RMN 1D, 2D e HR-ESI-MS. O composto
3p-hidroxi-5,9-epoxi- (22E, 24R) -ergosta-7,22-dien-6-ona mostrou uma fraca atividade
inibidora de acetilcolinesterase (YU et al., 2017).

Isolaram-se trés novos esterdides, denominados catiendides A-C, juntamente com a
esquisanlactona A (4), a partir de corpos frutiferos de Tomophagus cattienensis
(Ganodermataceae), um cogumelo recém-coletado no Parque Nacional Cattien, no Vietna.
Suas estruturas foram determinadas por métodos espectroscopicos. Adicionalmente, alguns
desses compostos mostraram citotoxicidade contra células KB (um carcinoma epidérmico
humano). Estes compostos ndo tém atividade antimicrobiana nem inibicdo da tirosinase
(HIEN et al., 2013).

Tu e colaboradores (2015) relataram quatro novos derivados de esterdis
polioxigenados, onde foram isolados a partir da gorgonia Menella woodin, recolhida das
aguas vietnamitas. Suas estruturas foram elucidadas pelas analises espectroscopicas de RMN
e por espectrometria de massa, bem como comparacdo com as relatadas na literatura. Alguns
desses compostos diminuem a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos
macrofagos murinos da linha RAW 264.7 na indugdo por lipopolissacarido endotdxico (LPS)

de Escherichia coli.
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Isolou-se a partir do fungo Phoma sp. um esterdide Cos estruturalmente UGnico
(phomarol) proveniente da medusa gigante Nemopilema nomurai. Sua estrutura planar e
configuracao relativa foram estabelecidas através da analise de dados de RMN 1D e 2D e sua
configuracdo absoluta foi determinada usando o método de Mosher modificado e o calculo do
ECD (LAKIM et al., 2016) [33]. Realizou-se ensaios em outro trabalho com extrato de EtOAc
da cultura da mesma espécie porém isolado de Fucus serratus (F. serratus) que demonstraram
boa atividade antifingica e boas atividades antibacterianas e antialgal (HUSSAIN et al.,
2014).

Dois compostos novos, (22E) -25-carboxi-8f, 14p-epoxi-4a, Sa-dihidroxie- gergona-
2,22-dien-7-ona e fusidiona, juntamente com dois compostos conhecidos Sa, 8a-epidioxi
ergosta-6,22-dieno-3p-ol e microperfuranona, foram isolados a partir dos produtos de
fermentacdo do fungo de origem marinha Acremonium fusidioides RZ01. As estruturas de
dois desses compostos foram elucidadas por métodos espectroscOpicos extensivos,
especialmente por RMN 2D, e as suas configuracGes absolutas foram sugeridas com base na
analise espectral do dicroismo circular e nos dados NOESY. Ambos 0s novos compostos
mostraram atividade inibitéria contra as células HL-60 (AN et al., 2016).

Dois novos antraquinona-esterdides foram isolados do fungo endofitico Emericella
variecolor, o evantrasterol A (26) e B(27), e um novo meroterpendide, acido emericélico(28),
juntamente com seis compostos conhecidos: acido estelatico (29), ergosterol (30), 14-
metoxitajixantona-25-acetato (31), 8-hidroxi-1,3-dimetoxi-6-metilantraquinona (32), 2,8-
dihidroxi-1,3-dimetoxi-6-etilantraquinona (33) e hidrato de tajixantona (34) a partir do extrato
bruto de acetato de etila do micélio e do caldo de cultura em MaltCzapek-Doxde E. variecolor
(CELIS et al., 2014). Estruturas dos compostos isolados do fungo Emericella variecolor na
Fig. 10.
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Figura 10: Estruturas dos compostos isolados do fungo Emericella variecolor.
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Paterson (2016) destaca o género Ganoderma com um grande potencial terapéutico
bem como a capacidade de induzir apoptose e inibir a proliferacdo celular. A caracterizacéo
dos compostos destes organismos permitiu a identificacdo de seus principais constituintes
farmacologicamente ativos como: triterpenoides e esteroides, polissacarideos, proteinas,
peptideos e aminoécidos.

A abordagem utilizada por Yeh e colaboradores (2016) para obtencdo de biomassa
micelial e metabdlitos para producdo de compostos farmacéuticos de fungos tem se utilizado
0 processo de fermentacdo submersa do corpo de frutificacdo onde se desenvolveu a producao
da biomassa micelial e triterpendides na cultura submersa da trufa do fungo endofitico
Hypocreale ssp. provindo da espécie Tuber magnatum. As principais composicoes de esterois
do corpo de frutificacdo de Tuber magnatum e micélio de Hypocreales sp. Os seus compostos
foram identificados por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG/MS).
Um total de 12 esterois foram identificados e 11 esterdis foram pela primeira vez relatados,
indicando que ambos eram boas fontes de alimentos ricos em ester6is. Além disso, quatro
fitoesterdis benéficos para a salde (isto €, brassicasterol, campesterol, estigmasterol e -

sitosterol) foram encontrados no micélio do fungo.

3.4. Terpenos

Os terpenos sdo derivados das unidades béasicas de cinco carbonos, no qual sua
origem biossintética provém de unidades do isopreno (WAWRZYN; BLOCH; SCHMIDT-
DANNERT, 2012). Podem ser encontrados em bactérias, fungos, algas, plantas (abundante
em Oleos essenciais, ceras de resina e latex) e alguns animais (principalmente insetos e
organismos marinhos). Foram descritas duas vias diferentes para biossintese dos terpenos: a
via do mevalonato e o fosfato de desoxixilose / metileritrilol (DOXP / MEP) (GONZALEZ-
BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).

Apesar dos terpenos serem estudados principalmente em produtos naturais das
plantas, também € constituinte dos fungos. As espécies do género Fusarium, causadoras da
patologia do grdo Fusarium, sintetizam micotoxinas sesquiterpendides, denominadas
tricotecenos, no qual representam uma ameacga aos seres humanos e animais por meio do
contato das culturas infectadas com as fontes de alimento (KIMURA et al., 2007,
WAWRZYN; BLOCH; SCHMIDT-DANNERT, 2012).

H& diversas utilizagbes dos terpenos na medicina terapéutica e popular,

principalmante de terpenos derivados de plantas. Esses tém sido utilizados como
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tranquilizantes sedativos e anticonvulsivantes. Alguns oléos essenciais de terpenos
apresentam atividades farmacologicas, tais como antinociceptiva, anticonvulsivante e
ansiolitica. Diversos derivados monoterpénicos tém evidenciado atividade analgésica e
antidepressiva (LEITE et al., 2008; PASSOS et al., 2009; SOUSA; NOBREGA; ALMEIDA,
2007; PERAZZO et al., 2007; SOUSA et al., 2007).

No estudo realizado por Cohen et al... (2011) descrevem os fungos como produtores
prolificos de diversos tipos de produtos naturais incluindo metabolitos de mistura policetideo
e biossinteses de terpenos tais como 0s meroterpendides. Trés novos meroterpenoides, 0s
insuetolides A-C (35-37) e quatro sesquiterpenos drimano, foram isolados a partir do extrato
de acetato de etila do meio de cultura do fungo Aspergillus insuetus que foi isolado a partir da
esponja marinha Psammocinia sp.do Mediterraneo. As estruturas dos compostos foram
determinadas por métodos espectroscopicos. Estruturas dos terpenos isolados do fungo

Aspergillus insuetus na Fig. 11.
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Figura 11: Estruturas dos terpenos isolados do fungo Aspergillus insuetus

Em outro trabalho desenvolvido por Kuhnert et al... (2015) obtiveram dez
metabolitos secundarios de origem terpénica, os quais foram isolados a partir de culturas
submersas de fungo da espécie Hypoxylon rickii através de HPLC no modo preparativo. Suas
estruturas foram elucidadas utilizando técnicas espectrais, incluindo RMN 2D
complementado por HRESIMS. Trés compostos foram elucidados como novos botrianos (38—
40) juntamente com trés outros conhecidos, (3aS)-3a,5,5,8-tetrametil-3,3a,4,5-tetrahidro-1H-
ciclopenta[de]isocromen-1-ona (41) (3aS,8R)-3a,5,5,8-tetrametil-3,3a,4,5,7,8-hexahidro-1H-

ciclopenta[de]isocromen-1-ona (42) e botrienanol (43). Outros trés novos sesquiterpenoides
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apresentaram um esqueleto tipo 14-noreudesmano e foi chamado hipoxilan A-C (44-46); o
diterpenoide rickitina A (47) contendo um esqueleto tipo abietano. Alguns compostos
apresentaram efeitos citotoxicos contra a linha de células de fibroblastos de rato L929 e a do
carcinoma colo do Utero, KB3.1. Estruturas dos compostos isolados do fungo Hypoxylon

rickii na Fig. 12.

(40) (41)

OH (0]
~
OH OH

(45)

(39)

(44)

OH

(46)

Figura 12: Estruturas dos compostos isolados do fungo Hypoxylon rickii.

J& na pesquisa desenvolvida por Whang et al... (2013) isolaram-se trés terpendides
inéditos mistos, os tricicloalternarenos (TCAS) e o F-H (48-50), utilizando cultura de Czapek
de um fungo endofito Ulocladium sp. Outros dez tricicloalternarenos ja conhecidos foram
isolados, sdo eles, TCA la (51), TCA 1b (52), TCA2a (53), TCA2b (54), TCA6a (55),
TCAG6b (56), TCA9b (57), tricicloalternarenal (58), ACTG-toxinH(59), e TCAD (60). As
estruturas dos compostos foram elucidadas por técnicas espectroscopicas (RMN e MS) e por
comparagdo com os dados da literatura. TCAs mostrou fraca atividade contra a cepa de Bacilo
de Calmette-Guerin com o MIC de 125 pg/mL. TCAs exibiram forte atividade citotdxica
contra a linha de células tumorais humanas, Hela, utilizando método MTT. Estruturas dos

compostos isolados do fungo Ulocladium sp. na Fig. 13.
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Figura 13: Estruturas dos compostos isolados do fungo Ulocladium sp.

3.5 Quinonas

Conforme Da Silva et al. (2003) as quinonas é uma familia de metabdlitos de
distribuicdo natural, envolvidas em etapas cruciais do metabolismo de seres vivos,
principalmente nos niveis da cadeia respiratoria, da fotossintese e coagulacdo sanguinea,
como por exemplo as ubiquinonas, plastoquinonas, vitaminas do tipo K, respectivamente.
Com base na sua estrutura molecular, as quinonas sdo divididas em diferentes grupos,
utilizando-se como critério o tipo de sistema aromatico que sustenta o anel quinonoidica:
benzoquinonas - um anel benzénico; naftoquinonas - um anel naftalénico; antraquinonas - um
anel antracénico linear ou angular (Simdes, 2007). Principais esqueletos das quinonas na Fig.
14,

Em estudos farmacologicos as quinonas apresentaram propriedades antifingicas
(IBIS et al. 2011), tripanossomicidas (SILVA JUNIOR et al., 2009), viruscidas
(STAGLIANO et al., 2006), antitumorais (Zakharova et al., 2011). Outra atividade marcante

destas substéncias, descoberta um tanto recentemente, é a inibicdo do complexo das



67

topoisomerases, acdo que provoca o desencadeamento do apoptose celular (suicidio celular)
(DA SILVA et al., 2003).

P Oy O

9,10-antraquinona

p-benzoquinona 0-benzoquinona 1,4-naftoquinona

Esquema 1: Principais esqueletos das quinonas

Figura 14: Principais esqueletos das quinonas.

Conforme revisdo elaborada por Da Silva e colaboradores (2003) dentre os farmacos
com agrupamento quinona utilizados na clinica e proveniente de culturas de fungos do género
Streptomyces temos os antibidticos mitociclinas, tendo como maior representante a
mitomicina C utilizada na quimioterapia de tumores sélidos, e as antraciclinas cujos 0s
representantes mais conhecidos desta classe sé@o a daunorubicina (61) e a adriamicina (62)
isoladas de S. peucenticus e S. coeruleorubidus, respectivamente. A daunorubicina (63)
também possui efeito terapéutico contra a leucemia humana. Estruturas das quinonas isoladas

do fungo do género Streptomyces. na Fig. 15.

oH OoH

(61) NH (62)

N
OH o HNT " "oy

OH O HN\/\N A~_-OH
(63) "
Figura 15: Estruturas das quinonas isoladas do fungo do género Streptomyces.
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Essa notavel citotoxicidade esta relacionada ao carater fortemente eletrofilico das
quinonas que sofrem reducéo transformando-se na forma reativa de semiquinona, esta por sua
vez in vivo passa por um ciclo redox reagindo com o oxigénio molecular gerando espécies
reativas de oxigénio as quais podem causar danos em membranas, proteinas e no DNA,
podendo induzir a apoptose das células (SOUSA, LOPES E ANDRADE, 2016).

Uma investigacdo quimica realizada recentemente por Wang e colaboradores (2015)
da cultura liquida extraida com acetato de etila do fungo Bipolaris sorokiniana isolado a
partir da planta medicinal Pogostemon cablin resultou no isolamento de quatro novos
compostos citotoxicos. O extrato foi submetido a varios protocolos de cromatografia em
coluna para dar compostos 60- 68. As estruturas dos novos compostos isocochlioquinona D
(64), isocochlioquinona E (65), cochlioguinona G (66), cochlioquinona H (67) e enquanto que
0s compostos conhecidos foram atribuidos isocochlioquinona C (68), cochlioguinona C (69),
cochlioquinona D (70), cochlioquinona E (71) e cochlioquinona B (72) foram elucidadas por
analise espectroscopica e pelas propriedades fisico-quimicas, bem como, por comparacado dos
seus dados espectroscopicos com aqueles encontrados na literatura. Estruturas das quinonas

isoladas do fungo do Bipolaris sorokiniana na Fig. 16.

(69) R1= OH, R2= H
(70)R1=H, R2=H
(71)R1= H, R2= OH
(72)R1=H, R2=H

Figura 16: Estruturas das quinonas isolados do fungo do Bipolaris sorokiniana.

Chagas e colaboradores (2016) destacam que perilenequinonas sdo de metabolitos
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secundarios encontrados em fungos, plantas, insetos e animais (crindides). Estes metabolitos
foram obtidos a partir de culturas do fungo Alternaria tenuissima. A investigagdo comprovou
a aquisicdo de trés novos produtos naturais, 1,4,6b, 7,10-penta-1,2,6b, 7,8,12b-
hexahidroperileno-3,9-diona  (73), 1,4,9,12a-tetra-hidroxi-12-metoxi-1,2,11,12,12a, 12b-
hexahidroperileno-3,10-diona (74) e 1,4,9-trihidroxi-1,2-dihydroperileno-3,10-diona (75). As
estruturas quimicas foram determinadas por anélises combinadas de RMN 1D e 2D, UV e
ESIHRMS. O Composto (73) é apontando como um provavel intermediario na via de
biossintese de alguns perilenequinonas produzidas por este fungo. Estruturas das quinonas

isoladas do fungo do Alternaria tenuissima em Fig. 17.

| OH

Figura 17: Estruturas das quinonas isolados do fungo do Alternaria tenuissima.

Chokpaiboon e colaboradores (2016) relataram 0s novos compostos, astronipirona
(76), astroniquinona (77) e astroniurea (78), juntamente com trés compostos conhecidos,
xestodecalactona A (79), ent-coryoctalactona B (80) que isolaram a partir do fungo marinho
Astrosphaeriella nypae. Suas estruturas foram elucidadas com base nos dados de
espectroscopia de RMN e espectrometria de massas. Astronipirona possui um derivado de 2-
pirona fundido com uma porcdo de tetra-hidrofurano através de uma unidade de di-
hidropirano, engquanto que o anel 2-pirona é substituido por um esqueleto naftoquinona em
astroniquinona. Estruturas das quinonas isoladas do fungo do Astrosphaeriella nypae na Fig.
18.
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Figura 18: Estruturas das quinonas isolados do fungo do Astrosphaeriella nypae.

3.6. Flavonoides

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios derivados do fenilpropandide, sendo
caracterizados principalmente em plantas. Os principais subgrupos de flavonoides
encontrados na maioria das plantas superiores incluem chalconas, flavonas, flavondis,
antocianinas, proantocianidinas (taninos condensados) e auronas (WILLIAMS, 2004,
REDDY, 2007).

Uma de suas propriedades mais divulgadas é a capacidade de captar espécies reativas
de oxigénio (ROS). Embora isso seja conhecido ha algum tempo, os flavonoides estdo
ganhando mais notoriedade devido ao impacto que os ROS causam aos humanos
(POTAPOVICH, 2003) e no metabolismo e fisiologia de plantas (WINKEL-SHIRLEY,
2001). ROS implicam na funcéo e permeabilidade da membrana, degradagdo oxidativa de
proteinas e DNA, oxidacdo de pigmentos, reducdo da atividade fotossintética, respiracdo e na
morte celular (LARSEN, 1999; WILLIAMS, 2004).

Recentemente flavondides do fungo Flammulina velutipes foram isolados e a
composicdo quimica deste foi identificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia/espectrometria de massa (HPLC / MS). Os flavondides foram identificados como
arbutina, epicatequina, filirina, apigenina, campferol e formononetina. Os flavonoides tém
sido apontados recentemente como uma abordagem promissora para retardar o
envelhecimento e exercem uma poderosa protecdo contra a lesdo neuronal envolvida na
doenca de Parkinson (DP) e doenca de Alzheimer (AD) (HU et al., 2016).
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Wang e colaboradores (2017) descrevem que diferencas antioxidantes entre dois
extratos de flavondides do corpo de frutificacdo e caldo de fermentagcdo do fungo Phellinus
igniarius foram determinadas, e os efeitos da adicdo de flavonoides sobre as caracteristicas
sensoriais de caviar de esturjdo foram investigados. Dessa forma, concluiram que os extratos
de flavonoides do corpo de frutificacdo seco e da cultura submersa de P. Igniarius poderiam
ser bons antioxidantes para armazenamento de caviar de esturjdo. Os resultados indicaram que
extratos de flavondides de produtos fermentados de P. Igniarius podem ser uma fonte

promissora de aditivos alimentares antioxidantes.

3.7. Atividades farmacoldgicas apresentadas por fungos.

Nogueira e colaboradores desenvolveram extratos de acetato de etila dos fungos
fitopatogénicos Diplodia maydise, Sclerotium rolfsii que apresentaram atividade bactericida
contra bactérias multirresistentes isoladas de pacientes de um Hospital Universitario para
testar a atividade antibacteriana. Este estudo demonstrou que os extratos de acetato de etila D.
maydis e S. rolfsii ttm um espectro mais amplo de inibir a agio de crescimento de todas as
bactérias testadas como: Acinetobacter baumannii, Enterococcus cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus mostrando que os fungos produzem
metabolitos secundarios que podem ser utilizados como agentes antibioticos ou como
prototipos das mesmas.

No ensaio realizado, in vitro e in vivo, a levedura Candida guilliermondii foi usada
para determinar sua eficacia no controle biolégico de Rhizopus stolonifer em tomates
(Lycopersicon esculentum). Testou-se o efeito antagonista utilizando uma suspensdo biomassa
de levedura e cromatografia em fase gasosa com um detector seletivo de massa que foram
utilizados para identificar seus metabodlitos. Os dados apresentaram maxima atividade
antifungica no ensaio in vivo utilizando biomassa de levedura (88% de protecdo) e a fase
organica contendo metabdlitos (80% de protecdo) (CELIS et al., 2014).

Chow e colaboradores (2014) buscaram por enddéfitos que produzissem a enzima L-
asparaginase para aproveitar o seu potencial anticancerigeno para a producdo em massa.
Foram isolados fungos de plantas Cymbopogon citratus, Murraya koenigii, Oldenlandia
diffusa e Pereskia bleo que produzem esta enzima e foram identificadas como espécies dos
provaveis géneros Colletotrichum, Fusarium, Phoma e Penicillium. Nesta investigagdo os
enddfitos mostraram ser boas fontes alternativas para a produgdo de L-asparaginase e eles

podem ser provenientes de plantas anticancerigenas, principalmente o P. bleo.
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O extrato do fungo Meyerozyma guilliermondii mostrou um excelente efeito
citotoxico indicando seu possivel potencial de desenvolvimento como uma droga
antineoplasica que merece uma investigacdo mais aprofundada. Os extratos de acetato de etila
deste fungo apresentaram uma Otima atividade citotoxica contra linhas celulares de Hep2 e
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) com valores de ICso de 1,25 e 0,625 pg/mL,
respectivamente (JOEL & BHIMBA, 2013).

A atividade antioxidante foi demonstrada por Li e colaboradores (2016) a partir dos
metabolitos do fungo Aspergillus iizuka, que residem nas visceras de espécies grilos de
Gryllus testaceus. As atividades antioxidantes foram avaliadas através de ensaios de
eliminacdo de radicais ABTS e DPPH. Trés compostos exibiram atividades significativas com
valores de 1Cso de 29,46, 9,59 e 12,36 mM, respectivamente, em comparagdo com o controle
positivo Trolox (ICso 13.11mM). Pelo método DPPH, fungos endofiticos Chaetomium sp.,
Aspergillus sp., Aspergillus peyronelii e A. niger isolados de Eugenia jambolana se
mostraram eficientes com 98% de atividade antioxidante (Hu, et al...). Além da atividade
antioxidante para o extrato metanélico do cogumelo comestivel Cantharellus cibarius Fr. ter
apresentado 50% para in vitro também se relata as atividades citotoxica, anti-hipertensiva e
antibacterianas para este fungo (KOZARSKI, 2015).

3.CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS

Sdo notaveis que as diversificadas classes de constituintes presentes nos fungos lhes
conferem inUmeras atividades que subsidiardo o desenvolvimento de novas drogas. Diante
dessa diversidade de acBes e investigacdes sobre esses metabolitos devem-se avancar as
pesquisas a fim de elucidar novas moléculas bioativas ou mesmo servir como modelo para
biossintese de novos compostos. Esta evidéncia somada a grande demanda atual no uso de
produtos naturais com propositos medicinais somados as pequenas quantidades normalmente
existentes nos fungos, leva o interesse pela utilizagdo das tecnologias de alimentos, da
farmacia e industriais. Devido a isso, um maior nimero de pesquisas deveria ser feito sobre as
substancias biologicamente ativas contidas nesses organismos as quais S0 necessarias para
determinar seus efeitos benéficos e/ou maléficos com mais exatiddo, podendo oferecer

eficacia nos seus usos sem riscos de toxicidade.
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TECNICAS IN VITRO E IN VIVO PARA MEDIR O POTENCIAL ANTIOXIDANTE
DOS COMPOSTOS

Chistiane Mendes Feitosa, Espedito de Sousa Saraiva, Layana Karine Farias Lima, Lidiane da
Silva Aradjo e Soane Kaline Morais Chaves

RESUMO

Antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que, quando
presente em baixas concentracdes comparadas aquela do substrato oxidavel, retarda ou
previne, significativamente, a oxidacdo daquele substrato. Em condi¢cBes normais, 0s
antioxidantes convertem espécies reativas de oxigénio em &gua para prevenir a
superproducdo destes compostos. Embora quando ha um desequilibrio no organismo
podem ocorrer varios efeitos fisiologicos associado a superproducdo destes compostos
comumente denominados de radicais livres. Esses danos estdo sendo cada vez mais
relacionados ao desenvolvimento e/ou progressdo de diversas alteracdes patoldgicas como
cancer, depressao, Parkinson e Doenca de Alzheimer. Estudos acerca dos radicais livres e 0
desenvolvimento de métodos para avaliacdo de atividade antioxidante (AA) tém aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. Neste capitulo foram abordadas as principais técnicas
in vitro e in vivo para medir o potencial antioxidante dos compostos. A avaliagdo da
atividade antioxidante in vitro é realizada utilizando reacfes quimicas para determinar a
capacidade da amostra de reagir com estruturas reativas, sendo elas radicais livres
presentes ou ndo no organismo. Diversos modelos de atividade antioxidante in vitro estdo

disponiveis, e eles podem ser classificados de diversas formas. As principais técnicas

descritas foram: ensaio radical DPPH, ensaio radical ABTS*™, niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), atividade de superdxido dismutase (SOD),
atividade da catalase (CAT), atividade da glutationa, determinacdo da concentracao de
glutationa reduzida (GSH), glutatina peroxidase (GSHPx) e radical nitrito. Com
relacdo as técnicas in vivo ndo foram abordadas estudos que avaliassem a atividade
antioxidante in vivo. Conclui-se que, através da diversidade de testes para avaliar a

atividade antioxidante pode-se prever o mecanismo de acdo da substancia-teste.

Palavras-chave: Antioxidantes, radicais livres, técnicas in vitro, técnicas in vivo.



80

TECHNIQUES AND IN VITRO AND IN VIVO TO MEASURE THE ANTIOXIDANT
POTENTIAL OF COMPOUNDS

Chistiane Mendes Feitosa, Espedito de Sousa Saraiva, Layana karine Farias Lima, Lidiane da
Silva Aradjo e Soane Kaline Morais Chaves

ABSTRACT

Antioxidants can be defined as any substances which, when present in low
concentrations compared to that of the oxidizable substrate, significantly slow or prevents
oxidation of that substrate. Under normal conditions, antioxidants convert reactive oxygen
species into water to prevent overproduction of these compounds. Although when there is an
imbalance in the body can occur several physiological effects associated with overproduction
of these compounds commonly called free radicals. These damages are increasingly being
linked to the development and / or progression of various pathological changes such as
cancer, depression, Parkinson's and Alzheimer's disease. Studies on free radicals and the
development of methods for evaluating antioxidant activity (AA) have increased considerably
in recent years. In this chapter the main in vitro and in vivo techniques for measuring the
antioxidant potential of the compounds were discussed. The evaluation of antioxidant activity
in vitro is performed using chemical reactions to determine the ability of the sample to react
with reactive structures, whether they are free radicals present or not in the body. Several
models of in vitro antioxidant activity are available, and they can be classified in a number of
ways. The main techniques described were: (TBARS), superoxide dismutase activity (SOD),
catalase activity (CAT), glutathione activity, determination of reduced glutathione (GSH)
concentration, glutathione Peroxidase (GSHPx) and nitrite radical. In relation to in vivo
techniques were not found, however, studies that evaluated antioxidant activity in vivo. It was
then concluded that in vitro methods have advantages over in vivo such as being able to limit
the number of experimental variables, obtaining meaningful data more easily beyond the test

period being in many cases shorter.

Keywords: Antioxidants, free radicals, in vitro techniques, in vivo techniques.
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1.Introdugéo

Os produtos advindos do metabolismo oxidativo, tais como as espécies reativas de
oxigénio, em excesso no organismo, causam Varios tipos de danos celulares que podem
comprometer a manutencéo da satde. Esses danos estdo sendo cada vez mais relacionados ao
desenvolvimento e/ou progressdo de diversas alteragdes patologicas como cancer, depresséo,
Parkinson e Doenca de Alzheimer. Estudos acerca dos radicais livres e o desenvolvimento de
métodos para avaliacdo de atividade antioxidante (AA) tém aumentado consideravelmente nos
ultimos anos. A rela¢do do estresse oxidativo com os danos ao organismo tem proporcionado a
busca por substancias com capacidade antioxidante que pode impedir e/ou minimizar as
alteracdes causadas por radicais livres (BETTIO et al., 2014; AMUNUGAMA et al, 2016;
ALVES et al., 2010).

2.ENSAIOS IN VITRO

Ensaios antioxidantes in vitro sdo testes que, além de permitir avaliar, inicialmente, a
capacidade das substancias de sequestrar radicais livres, ainda permitem excluir um possivel
antioxidante, pois se 0 composto ndo exibiu atividade na metodologia in vitro dificilmente ira

apresentar capacidade in vivo.

2.1.Ensaio radical DPPH

O DDPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), um p6 de cor escura, solivel em metanol ou
etanol, € um radical livre estdvel que apresenta coloracdo violeta intensa, ocasionada pela
deslocalizacdo do elétron desemparelhado (Figura 1). A reacdo do DPPH com outros radicais,
elétrons ou atomos de hidrogénio leva a perda da coloracdo, que € mensurada em cerca de 515
nm. Essa perda de coloracdo ocorre devido a transformacdo do DPPH em difenil-picril-
hidrazina (Figura 2), que apresenta uma coloragdo amarela. A mudanca de coloragdo e
consequentemente de absorcdo sdo utilizadas para avaliar o potencial antioxidante das
substancias. O ensaio de DPPH foi primeiramente desenvolvido por Blois em 1199, sendo um
dos mais antigos e mais frequentemente utilizados para a determinagédo da acéo antioxidante
de extratos, fracdes, compostos isolados, sintéticos e até mesmo alimentos. A avaliacdo da
capacidade antioxidante pode ser realizada pela medicao do valor de absorc¢do antes da adi¢do
(absorgédo inicial — Ai) de uma substéncia teste e apds a adicdo da mesma respeitando o tempo
de reacdo (absorcao final — Af), em espectrofotometro, utilizando o comprimento de onda
adequado. Ao final do método pode-se utilizar como parametro de avaliacdo a diferenca entre

os valores de Af e Ai para o célculo do CEs (concentracdo efetiva capaz de inibir em 50% o
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DPPH), para avaliar a porcentagem de radical perdido ou remanescente, bem como a
eficiéncia antirradical do composto e o potencial sequestrante de DPPH pelas equagdes.

O,N

O,N

Figura 1. Estrutura quimica do radical DPPH.
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

Inimeros estudos que avaliam a capacidade antioxidante de substancias utilizam o
ensaio DDPH, por ser um método rapido e de facil execucdo. Como controles positivos sdo
usados varios compostos sabidamente antioxidantes como trolox, acido ascorbico, BHT, entre
outros (FADDA et al., 2014; ZHANG et al., 2015a; ZHANG et al., 2015b).

N=—N NO + A=—H » N=—N NO, +A

Figura 2. Esquema da reacéo do ensaio com radical DPPH.
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2010).

2.2.Ensaio radical ABTS

Outro método, extensamente utilizado, para avaliar a capacidade antioxidante de
alimentos, extratos, fracfes, substancias isoladas, de natureza hidrofilica ou lipofilica, dentre
outros, € pela captura do radical 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) —
ABTS+ (Figura 3), que pode ser produzido por meio de uma reac¢do quimica, eletroquimica ou
enzimatica. Esse teste apresenta baixo custo e com protocolos de facil execucdo, pode ser
realizado em meio aquoso ou organico e sob uma ampla faixa de pH. A abordagem mais
popular do teste utiliza uma solucdo radical colorida, relativamente estavel, semelhante ao

teste do radical DPPH associada ao espectrofotdmetro, mas em alguns estudos héa a utilizagédo
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do mesmo principio associado ao HPLC. O potencial antioxidante da amostra pode ser
mensurado pela diminuicdo da coloragdo de ABTS+, por interceptacdo da oxidagéo inicial e

prevencdo da producéo do radical ou pela reacdo direta com ABTS.

O radical pode ser gerado por meio da utilizagdo da metilmioglobina-H,O, que gera 0s
radicais hidroxil (OH¢) que, por sua vez, oxidam o ABTS para sua forma de radical livre de
coloracdo esverdeada. Esta versao esta disponivel em kits comerciais. No entanto, para essa
metodologia 0 mecanismo antioxidante ndo pode ser determinado, visto que, 0 composto em
teste pode reagir tanto com os radicais OH-, quanto com a metilmioglobina e/ou com o
ABTS+, podendo causar uma superestimacdo da capacidade antioxidante. Outra forma de
obter o radical, que soluciona o entrave das véarias reagdes da metodologia anteriormente
citada, consiste na geracdo direta do radical com alto rendimento por meio da mistura de
ABTS e solucdo aquosa de persulfato de potéssio (K,S,Os), um cromdgeno azul, que promove
a oxidacdo de ABTS e consequentemente a formacéo do radical. A mistura deve ser incubada
a temperatura ambiente na auséncia de luz por cerca de 12 a 16 horas. Os antioxidantes
reagem somente com o ABTS+, o0 que leva a descoloracdo esverdeada, cuja extensdo pode ser
determinada em um ponto de tempo fixo (BORGES et al., 2011; MAGALHAES et al., 2014;
TABASSUM et al., 2014; WERF et al., 2014; SCHAICH; TIAN; XIE, 2015; VALENT et al.,
2016; ZHENG et al., 2016).
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Coloragao azul esverdeada
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Figura 3. Exemplo de esquema utilizando a reagio com radical ABTS"™-.
Fonte: Adaptado de Schaich, Tian e Xie (2015).

2.3.Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidagdo de &cidos graxos insaturados nas membranas lipidicas é um dos indices
mais comumente relatados de estresse oxidativo, e tem sido implicada como um fator que
contribui para uma variedade de doencas degenerativas, incluindo Doenca de Alzheimer e
desordens psiquiatricas (MOSELHY et al., 2013; DAWN-LINSLEY et al., 2005). Este
processo promove grave alteracdo da membrana celular, causando perda da fluidez, alteracéo
da funcdo secretora e dos gradientes i6nicos transmembrana. Além disso, tem sido observada
perda da seletividade na troca idnica, com liberacdo do conteudo de organelas, levando a
formacdo de produtos citotoxicos até a morte celular (BEZERRA et al., 2004; FERREIRA,;
MATSUBATRA, 1997).

Os peroxidos lipidicos, derivados de acidos graxos poliinsaturados, sdo instaveis e se
decompGem para formar uma série de compostos complexos que incluem compostos
carbonilicos reativos, como o malondialdeido (MDA) (NASSER et al., 2010). O
malondialdeido é um aldeido reativo (baixa estabilidade) de cadeia curta, amplamente
utilizado como biomarcador na avaliagdo do estresse oxidativo (PILZ et al., 2000) que pode
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ser quantificado colorimetricamente.

Nessa reacdo uma molécula de MDA reage com 2 moléculas de &cido 2-tiobarbitirico
por condensacdo tipo Knoevenagel para se obter um croméforo (Figura 4) em meio acido (pH
1-2) e a alta temperatura (100 °C), no sentido de aumentar a sua velocidade e sensibilidade,
para produzir um pigmento de cor rosa a vermelho, com um maximo de absor¢do a 532 nm,
que é um indicador confiavel da peroxidacdo lipidica e tem sido utilizado para avaliar a
extensdo do dano oxidativo (OXFORD, 2012; BORGES et al., 2011).

OH

N OH HO N SH

\N S

2 | " AN A Y N
2\ o” o T

HO N SH N

2-Acido tiobarbitirico MDA OH OH

Figura 4. Reacéo entre o 4cido 2-tiobaritdrico e MDA em condi¢des acidas.
Fonte: Adaptado de Oxford (2012).

Apesar de sua simplicidade e facilidade de execucdo, o teste do TBA ndo é especifico
para o malondialdeido, reagindo com uma ampla variedade de compostos como agucares,
aminoéacidos, proteina, aminas e bilirrubina. Por este motivo € também denominado teste das
substancias que reagem com o acido tiobarbitarico (Thiobarbituric Acid-Reactive Substances
— TBARS) (BARBOSA et al., 2008). Outra metodologia proposta e descrita por Okhawa
(1979) parte de 0,2 mL de tecido homogeneizado em 0,1 M de tampéo de pH 7,4), 0,2 mL de
8,1% de dodecil sulfato de sodio (DSS), 1,5 mL de acido acético a 20% e 1,5 mL de 8% de
TBA sdo adicionados a &gua destilada até volume final de 5 mL, em seguida os tubos séo
incubados em banho-maria a 95 °C por 60 minutos. Apos resfriamento 5,0 mL de butanol:
piridina (15:1) é adicionada a mistura e 0s contetudos sdo agitados exaustivamente durante 2
minutos. Apds centrifugacdo a 3000 rpm, durante 10 min, o sobrenadante é levado ao espectro
sendo que sua absorbancia € lida a 532 nm contra um branco apropriado, sem a amostra. Os
niveis de peroxidos de lipidios podem ser expressos como moles de substancias acidas

reativas de tiobarbitdrico (TBARS)/mg de proteina usando um coeficiente de extin¢do de

1,56-105 mLcm™ (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).
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2.4. Atividade de superoxido dismutase (SOD)

As especies reativas de oxigénio responsaveis pela deterioracdo oxidativa de cidos
graxos insaturados das membranas incluem principalmente o oxigénio ‘singleto’ ou molecular
(O,), peroxido de hidrogénio (H.0,), radical superéxido (O,) e o radical hidroxila (OH")
(FLORES et al., 2014). Estes radicais tém sido implicados em condicGes inflamatorias agudas
e cronicas e desordens do SNC como doenca de Parkinson, epilepsia e deméncia (Alzheimer)
(FREITAS et al., 2008).

O organismo dispbe de mecanismos chamados de sistemas antioxidantes, que sao
capazes de prevenir os danos das espécies reativas de oxigénio, dentre eles as enzimas
superdxidos dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (VASCONCELOS et al., 2007). Ambas
podem ser encontradas nas diferentes areas cerebrais desempenhando importante papel

neuroprotetor.

) 1) 20,7 +28H _SOD _ yo, +0,

b) 1) ZH,0, —"’CAT 0, + 2H,0
NADPH B B

Figura 5. Atividade enzimética da SOD e CAT.

Fonte: Adaptada de Vasconcelos et al... (2007).

A SOD catalisa a dismutacdo do superdxido a peroxido de hidrogénio (Figura 5a),
mantendo assim, baixos 0s niveis de O, que ndo induzem o aparecimento de patologias em
humanos (LIU et al., 2002). A CAT, também enddgena, catalisa a reducdo de perdxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (Figura 5b) (VASCONCELOS et al., 2007). Estas moléculas
altamente reativas fazem parte de subprodutos do metabolismo normal e desempenham papel
importante nos processos de sinalizagdo celular. Entretanto, em situacdes de estresse celular,
as espécies reativas de oxigénio podem aumentar significativamente levando a danos celulares
como alteracdo do DNA, peroxidacdo de lipidios e oxidacdo de aminoacidos nas proteinas
(JONSSON et al., 2007).

Basicamente a atividade de inibicdo da SOD pode ser determinada por um método

colorimétrico (Figura 6). Nesse ensaio proposto por Ukeda et al. (1997) utiliza-se um sistema
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de xantina oxidase/xantina (XOD) para gerar anions superdxido. Estas espécies reativas de
oxigénio, na presenga de um croméforo como o sal de tetrazolio reduzem este composto para
formar um derivado formazano que absorve luz no comprimento de onda de 470 nm.
Entretanto esta reducdo € inibida na presenca de SOD pelo fato de requerer O, para formar
peroxido de hidrogénio na presenca de céations H+ (JONSSON et al., 2007). Quando a enzima
SOD esta presente, a concentracdo do radical superdxido é reduzida, decrescendo assim a

formacéo do cromoforo, conforme esquema demonstrado na Figura 6.

20; Corante formazan
Xantina + O,
H,0,
Acido trico 20, Sal tetrazélio
SOD
0, + H,0,

Figura 6. Reagdo de inibicdo da SOD com a producéo de radicais pela xantina.

Xantina oxidase (XO) é a enzima responsavel pela transformacdo da xantina em &cido
urico, tendo como consequéncia a producdo de peroxido de hidrogénio e radical superoxido.
Assim, é possivel que a inibicdo deste processo enzimatico por compostos que exibem
propriedades antioxidantes ou inibitérias da xantina oxidase possa ter uso terapéutico
(ALVES et al., 2010).

A atividade de eliminagdo de anion superoxido pode ser medida in vitro como descrita
por Alam, Bristi e Rafiquzzaman (2013). Nessa metodologia os anions superoxido sdo gerados
em 3,0 mL de tampéo Tris-HCI (16 mM, pH 8,0), contendo 0,5 mL de azul de nitrotetrazélio
(NBT) (0,3 mM); 0,5 mL de NADH solugdo (0,936 mM); 1,0 mL de extrato e 0,5 mL de
tampdo Tris-HCI (16 mM, pH 8,0). A reacgdo é iniciada por adi¢do de 0,5 mL de metossulfato
de fenazina (PMS) solugéo (0,12 mM) a mistura, incubando-se a 25 °C durante 5 min e, em

seguida, a absorvancia € medida a 560 nm contra uma amostra em branco.

2.5.Atividade da catalase (CAT)

A enzima catalase estd presente na maioria das células aerdébicas principalmente nos
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eritrocitos, onde evita 0 acimulo de metaemoglobina e decompde o peréxido de hidrogénio
em agua e oxigénio. Além de seu papel como espécie reativa de oxigénio, e, portanto, causador
de estresse oxidativo, o H,O,em excesso causa oxidacdo da hemoglobina e, consequentemente,
diminuicdo das concentracGes de oxigénio, o que pode acarretar infecgdes, formacdo de
Ulceras e até necrose (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A medida do decaimento na concentracdo de H,O,: e da geracdo do oxigénio sdo 0s
parametros mais utilizados na determinacdo da atividade da catalase. Os valores de CAT
também séo expressos em unidades por g de hemoglobina (U/g Hb). Uma unidade de CAT
corresponde a atividade da enzima necessaria para o consume de 1 pumol de H2O2" em 1 min
(VASCONCELOS et al., 2007).

A atividade da catalase pode ser determinada usando o método de Aebi (1984) e descrita
por Antunes Neto (2008). A preparacdo da amostra inicia-se com a adi¢cdo de 900 uL de
tampéo fosfato, pH 7.4, a 100 uL do hemolisado (1:1), obtendo-se, assim, uma dilui¢do 1:20
da amostra inicial. Deste hemolisado, 1 pL é adicionado ao meio basico de reacdo, que
continha tampdo fostato 50 mm, pH 7,0, e perdxido de hidrogénio (H.O,) 10 mM. A medida da
atividade da CAT ocorre pela velocidade com que o H,O, é reduzido pela agdo da enzima,
provocando diminuicdo no valor da absorbancia em 240 nm. A diferenca na leitura das
absorbancias a 240 nm, em determinado intervalo de tempo (15 segundos), permite
estabelecer a velocidade de reducdo do H.O, que € proporcional a velocidade da reacdo
enzimatica catalisada pela CAT.

2.6. Atividade da glutationa

A glutationa é um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) que existe no organismo
em suas formas reduzidas (GSH) e oxidadas (GSSG), possui papel central na biotransformacéo e
eliminacdo de xenobioticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo (ROVER
JUNIOR et al., 2001; HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). A presenca do selénio na
enzima (selenocisteina) explica a importancia desse metal e sua atuagdo como antioxidante nos
organismos vivos. A GSH reduz o H,O, a H,O em presenca de GPx, formando uma ponte
dissulfeto e, em seguida, a GSH é regenerada. A glutationa opera em ciclos entre sua forma
oxidada e sua forma reduzida (BARREIROS et al., 2006). Em particular, problemas na sintese
e metabolismo da glutationa estdo associados a algumas doencas, nas quais 0s niveis de
glutationa e das enzimas que atuam no seu metabolismo podem ser bastante significativos no

diagndstico de alguns tipos de cancer, bem como em outras doengas relacionadas ao estresse



89

oxidativo (ROVER JUNIOR et al., 2001). A seguir serdo abordados os principais métodos de
andlise deste tripeptideo e derivados.

Para que a atividade protetora da glutationa expressa pela reducdo de espécies
oxidantes, e consequente oxidagdo da GSH a glutationadissulfeto (GSSG) seja mantida, a
GSH precisa ser regenerada pelo ciclo catalitico, representado na Figura 7. Nele podemos
identificar a atividade de trés grupos de enzimas: a glutationa oxidase (GO), a
glutationaperoxidase (GSH-Px) e a glutationaredutase (GR). As duas primeiras enzimas, GO e
GSHPx, catalisam a oxidagdo de GSH a GSSG e a Ultima, GR, é responsavel pela
regeneracdo de GSH, a partir de GSSG, na presenca de NADPH (HUBER; ALMEIDA;
FATIMA, 2008). Apos exposicdo da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a GSSG.
A recuperacdo da GSH ¢é feita pela enzima GR, uma etapa essencial para manter integro o
sistema de protecdo celular, entretanto, sob condi¢es de excesso de agentes oxidantes e/ou
deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo de GSH e a producdo de
GSSG, o0 que caracteriza o estresse oxidativo (VAZATA et al., 2009).

- HO,  2H0
0 (GSH-Px)
0 HN 0,
) (©0)
GSH o, GSSG
NH
COOH (GR)
HOOC HS
B ] [\ HOOC |
HoN COOH 2

NADP*  NADPH +H* RN

Figura 7. Interconversdo da glutationa nas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela acdo da
enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR).

Fonte: Adaptada de Rover Junior et al... (2001).

2.7.Determinacgado da concentracéo de glutationa reduzida (GSH)

O método ilustrado por Ellman (1959) e descrito por Alam, Bristi e Rafiquzzaman
(2013) pode ser utilizado para a determinagéo da atividade antioxidante. O homogeneizado de
tecido (em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4) é tomado e a ele adicionado igual volume de acido
tricloroacético a 20% (TCA) contendo EDTA 1 mM para precipitar as proteinas do tecido. A

mistura é deixada repousar durante 5 min antes da centrifugacdo durante 10 min a 2000 rpm.
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O sobrenadante (200 pL) foi transferido para tubos de ensaio e adicionou-se 1,8 mL de
reagente de Ellman (5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoico a 0,1 mM preparado em tampé&o de fosfato
0,3 M com 1% de solucdo de citrato de sodio). Entdo, todos os tubos de ensaio séo
completados até o volume de 2 mL. Depois de completada toda a reacdo, as absorbancias sdo
medidas a 412 nm contra o branco. Os valores de absorbancia foram comparados com uma
curva padrdo gerada conhecida de GSH. A quantidade de hidroperéxidos € medida
indiretamente pela diminuicdo da quantidade de GSH, avaliada pela diminuicdo da
absorbancia a 412 nm, resultante da reac&o de glutationa com DTNB que gera o &cido 2-nitro-
5-mercapto-benzdico (TNB) de coloracdo amarela, como mostra a Figura 8 (ROVER
JUNIOR et al., 2001).

O mesmo procedimento pode ser utilizado para a determinacdo de GSSG, com
acompanhamento da mudanca de absorbancia em NADPH a 340 nm. Entretanto, para evitar a
interferéncia de GSH, essa deve ser derivatizada com vinilpiridina (ndo interfere com o GR)
ou com N-etilmaleimidina (NEM). Quando NEM é utilizada, o derivado formado deve ser
eliminado antes da analise, pois 0 mesmo inibe a GR (VASCONCELOQOS et al., 2007).

) COOH COOH

COOH
NO, NO,
+ 26SH —» 2 ¢ e
s

S/
DTNB
(B)
GSH/GSSG

NADPH + H*+ DTNB ~ ——— 2TNB + NADP*
GR

Figura 8. Reacdo enzimatica do DTNB e do produto da sua reducdo, TNB (Acido 5-tio-2-nitrobenz6ico), sob
acdo da GSH a 412 nm (a). Em (b) reacdo ndo enzimética para detec¢do de NADP a 330 nm.

Fonte: Adaptada de Vasconcelos et al... (2007).

2.8. Glutatina Peroxidase (GSHPXx)

A GPx é uma seleno-enzima presente no citosol de todas as células ou no plasma, e
catalisa a redugdo do H,O, e outros perdxidos a agua ou alcool (VASCONCELOS et al.,
2007).

Sua baixa atividade enzimética é uma das primeiras consequéncias de uma perturbacao
do equilibrio pré-oxidante/antioxidante.

Um método muito utilizado para avaliar a atividade de GPx em eritrécitos consiste em
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adicionar ao lisado de hemacias uma mistura contendo NADPH, GSH, GR, EDTA e tampéo
fosfato, mantido em banho-maria a 37 °C durante 1 min, adicionando-se, em seguida, H,O,ou
hidroperdxido organico, para iniciar a reacdo, que € acompanhada em espectrofotometro a
340 nm quando o NADPH é convertido a NADP. O consumo de GSH é medido, mantendo em
concentracdes constantes a GR e o NADPH que converte imediatamente a GSSG produzida
em GSH (VASCONCELOS et al., 2007).

2.9. Radical nitrito

O dxido nitrico é classificado como um radical livre, sua interacdo com o oxigénio gera as
espécies reativas de nitrogénio (RNS), pode ser produzido no organismo pela acdo da enzima
Oxido nitrico sintase a partir de arginina, oxigénio e NADPH (BARREIROS et al., 2006);
exibe reatividade importante com certos tipos de proteinas e de outros radicais livres, tais
como superoxido formando o anion peroxinitrito altamente reativo (ONOQO) aumentando o
estado de estresse oxidativo, induzindo peroxidacdo lipidica, desestabilidade nas membranas,
oxidacdo e nitracdo de proteinas e danos ao DNA (AWALA; OYETAYO, 2016; MAIA et al.,
2010). O oxido nitrico desempenha diversos papeéis incluindo mensageiro neuronal,
vasodilatador e as atividades antimicrobianas e antitumorais. No entanto a sua exposi¢do
cronica esta associada a varios carcinomas e estados inflamatorios (AWALA; OYETAYO,
2016). Assim, substancias que sequestrem o radical éxido nitrico podem desempenhar um
importante papel citoprotetor, agindo nos processos de toxidade induzida por RNS, modulando
o0s processos inflamatorios, diminuindo o estado de estresse oxidativo e podendo apresentar-se
como alternativa terapéutica para algumas dessas desordens (MAIA et al., 2010).

O 6xido nitrico € gerado a partir da decomposicao espontanea do nitroprussiato de sodio
(NPS) em tampdo fosfato 20 mM (pH 7,4). Uma vez gerado, o 6xido nitrico interage com o
oxigénio para produzir ions nitrito, que serdo medidos pela reacdo de Griess (BASU,;
HAZRA, 2006). A mistura de reacdo (1 mL) contendo NPS em tampéo fosfato 10 mM e a
amostra em diferentes concentra¢@es sdo incubadas a 37 °C durante 1 h. Uma aliquota de 0,5
mL é retirada e misturada com 0,5 mL de reagente de Griess. A absorbancia do cromdforo sera
medida em 540 nm. Substancias com ac¢do sequestradora de 6xido nitrico, competem com o
oxigénio, produzindo uma acdo oxidante que pode ser caracterizada pela supresséo do oxido
nitrico devido a neutralizacdo do mesmo por uma reacdo quimica ou inibicdo de sua formagéo
(NOGUEIRA NETO; SOUSA; FREITAS, 2013). Como antioxidantes doam prétons para o
radical nitrito, a absorbancia é¢ diminuida, usada para medir o grau de eliminacdo de radical
nitrito (AWALA; OYETAYO, 2016). A percentagem de inibi¢do foi calculada utilizando a
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férmula:

.~ ro y . A —A
Inibigdo do oxido nitrico(% ) = % -100
cont
Na reacdo de Griess o0 nitrito reage com a sulfanilamida em meio &cido, formando um
diazo que reage com o cloridrato de N-(I-naftil)etilenodiamina (NED), gerando um composto

de coloragdo vermelha intensa, reacdo mostrada na Figura 9 (RAMOS et al., 2006).

NH,
SNO,H,
: : : NH,
SNOH, SNOH, NH/\/

Figura 9. Reagdo colorimétrica de Griess formando um diazo a 540 nm.
Fonte: Adaptada de Ramos et al. (2006).
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ANEXO I: FOTOS DOS FUNGOS ISOLADOS E IDENTIFICADOS DO SOLO DA
CAATINGA PIAUIENSE

Fungo isolado THFG2 (Curvularia clavata
Jain) (Tabela 2)

Fungo isolado THFG6 (Aspergillus Niger V.
Tiegh) (Tabela 2)




Fungo isolado FZFG4 (Rhizopus oryzae Went &
Prinsen Geerligs) (Tabela 2)
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