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RESUMO

A bioconversao utiliza o arsenal enzimatico presente em sistemas biolégicos para
modificar quimicamente compostos organicos. Este trabalho descreve a utilizacdo de
cepas do fungo filamentoso Beauveria bassiana spp. na producéo de derivados da
naringenina, flavonoide de elevado interesse farmacoterapéutico, e a avaliacdo das
suas potenciais atividades vasodilatadora e antiproliferativa. Realizou-se uma
sele¢cdo que incluiu, além da cepa de Beauveria bassiana ATCC 7149, diversas
cepas de Beauveria bassiana spp. isoladas de amostras de solo do cerrado
brasileiro e denominadas: 1P3a, IP6, IP8, IP11, IP94, IP98, IP127, IP132, IP147 e
IP153. A cepa da colecdo ATCC mostrou melhor perfil de producéo de derivados e
foi utilizada para ensaio em escala semipreparativa. O meio de cultura liquido
Peptone Dextrose Soy Meal (PDSM) foi utilizado para a bioconversao de naringenina
na concentracdo de 0,5 mg/mL, a 27°C e 200 r.p.m. Apos 96 horas da adicdo do
substrato, o micélio foi removido por filtracdo, o sobrenadante extraido com acetato
de etila e 0 micélio com acetona. A cromatografia em coluna das fra¢des resultantes
empregou silica gel como fase estacionaria e acetato de etila e metanol, na
proporcao 95:5, como fase movel. Foi possivel purificar um derivado com rendimento
de 38%, que foi identificado por infravermelho, espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear de *H e **C como naringenina-7-8-O-glicosideo. O
derivado foi avaliado quanto ao seu potencial vasodilatador utilizando o modelo de
aorta de rato isolada e mostrou capacidade vasodilatadora menor que a apresentada
pela naringenina. Entretanto, a naringenina e seu derivado glicosilado parecem
exercer seu efeito vasodilatador por mecanismos diferentes. O potencial
antiproliferativo do derivado 7-3-O-glicosilado e da naringenina também foi avaliado,
in vitro, pelo método de exclusédo do azul de tripano em células Jurkat, derivadas de
leucemia linfoide humana aguda. O derivado ndo apresentou vantagem em relacao
ao composto inicial quanto a atividade antiproliferativa. O método de bioconverséo
apresentado é util na bioconversdo de naringenina a naringenina-7-3-O-glicosideo
em bons rendimentos. O derivado apresenta potencial antiproliferativo e
vasodilatador, embora tais potenciais ndo sejam maiores do que o apresentado pelo
composto inicial.

Palavras-chave: Bioconversdo. Naringenina. Beauveria bassiana. Glicosilacao.
Vasodilatacao. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Biotransformation or biocatalysis encompasses the use of biological systems to
catalyze the conversion of one compound to another. This work investigates the
application of cultured cells of the filamentous fungi Beauveria bassiana spp. in the
production of naringenin derivatives. Naringenin is a flavonoid that recently has been
the subject of considerable scientific and therapeutic interest. Naringenin and the
major derivatives were evaluated for their vasorelaxant and citotoxic properties using
in vitro models. Initially, a screening experiment including B. bassiana ATCC 7149
and other strains of Beauveria bassiana spp. isolated from Brazilian soil (IP3a, IP6,
IP8, IP11, IP94, IP98, IP127, IP132, IP147 e IP153) was conducted and B. bassiana
ATCC 7149 was chosen for preparative experiments. Naringenin (0,5 mg/mL) was
biotransformed in Peptone Dextrose Soy Meal (PDSM) liquid medium at 27°C and
200 r.p.m for 96 hours. After incubation, mycelia was harvested by filtration, washed
with water and exhaustively extracted with acetone. Aqueous solution was extracted
with ethyl acetate. The resulting extracts were chromatographed on a silica gel
column eluted with mixtures of methanol and ethyl acetate. Purification yielded one
pure major derivative (38%) named LaBioCon 185, which was identified by infrared,
mass spectroscopy, ‘H, **C, HMBC and HSQC nuclear magnetic resonance as
naringenin-7-O-B-glucoside. LaBioCon 185 was evaluated for its vasorelaxing
potential using rat isolated aorta rings and was less effective than naringenin.
Interestingly, LaBioCon 185 seems to exert its vasorelaxant effect by different
pathways from those found for naringenin. Citotoxicity was also evaluated using
trypan blue exclusion assay, performed in Jurkat cells (derived from human acute
lymphoid leukemia). LaBioCon 185 didn’t show significant benefit over naringenin for
citotoxicity assay. The presented biotransformation method is useful to convert
naringenin to its 7-B-O-glucoside in good yield. LaBioCon 185 presents vasorelaxant
and citotoxicity potential, although smaller than the one observed for naringenin.

Keywords: Biotransformation. Naringenin. Beauveria bassiana. Glycosylation.
Vasodilation. Cytotoxicity.
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1 Introducéo

1.1 BIOCONVERSAO

O ser humano usufrui da capacidade catalitica dos microrganismos héa
milhares de anos. A primeira transformacdo quimica realizada por microrganismos
de que se tem noticia € a conversdo de etanol em &cido acético por cepas de
Acetobacter que, provavelmente, foram desenvolvidas concomitantemente pelos
povos ancestrais da Babilbnia, Egito e Sud&o cinco mil anos antes da era Crista.
Curiosamente, este processo também foi o primeiro deste tipo a ser empregado em
escala industrial (LERESCHE; MEYER, 2006).

O processo em que sao realizadas modificacdes quimicas de substratos por
meio de sistemas biologicos é chamado de bioconversdo. Os sistemas biolégicos
empregados podem ser células intactas ou enzimas isoladas dessas células
(LERESCHE; MEYER, 2006; GHISALBA et al, 2010). Cada uma dessas
possibilidades apresenta suas vantagens e limitacdes.

O uso de microrganismos inteiros preserva as condicdes naturais de
funcionamento da enzima e previne mudancas conformacionais que poderiam levar
a diminuicdo da atividade enzimética, além de dispensar a adicdo de co-fatores.
Além disso, a utilizacdo de microrganismos inteiros costuma ser mais vantajosa em
reacoes de bioconversao que necessitam de mais de uma modificacdo do substrato,
ja que uma cepa Unica pode produzir ampla gama de enzimas intra e extracelulares
dependendo das condi¢cOes de crescimento empregadas. No entanto, o substrato
deve ser capaz de atravessar a membrana celular no caso de utilizagdo de enzimas
intracelulares, o que pode diminuir a eficacia da bioconversdo. Nos processos que
utilizam microrganismos inteiros, também existe a possibilidade de ocorréncia de
reacOes laterais devido a expressdo de outras enzimas, além daquelas desejadas
(CARVALHO, 2011).

Ja a utilizacdo de enzimas isoladas diminui a chance de reacdes colaterais e
nado exige a passagem do substrato pela membrana celular. No entanto, o
iIsolamento, purificagdo e a adicdo de co-fatores podem ser etapas dispendiosas e
laboriosas. Apesar de exigirem, via de regra, uma faixa estreita de pH e temperatura
para funcionamento ideal, enzimas podem manter sua capacidade funcional, mesmo
gue em menor proporgéo, in vitro. Dessa forma, enzimas isoladas podem catalisar

reacoes em condigbes que seriam inviaveis ao crescimento celular, permitindo a



realizacdo de reagOes de bioconversdao em condigbes mais extremas de pH e
temperatura (CARVALHO, 2011).

O interesse industrial farmacéutico pelo uso de métodos de bioconverséo para
a obtencéo de derivados funcionalizados foi impulsionado na década de 50, quando
Peterson e Murray (1952) conseguiram realizar a hidroxilacdo régio e
estereosseletiva da progesterona utilizando uma cepa de Rhizopus nigricans (Figura
1). A dificuldade de obtencdo da 11-a-hidroxiprogesterona pelos métodos quimicos
convencionais com bons rendimentos apresentava-se, a época, como um grande

obstaculo a sintese de esteroides.

Figura 1- Hidroxilagdo régio e estereosseletiva da progesterona catalisada por Rhizopus nigricans
o O

Rhizopus nigricans

0 0

Progesterona 11-alfa-hidroxiprogesterona
Fonte: Adaptada de Peterson e Murray (1952).

A bioconversdo apresenta diversas vantagens em relacdo a quimica organica
classica. Os biocatalisadores sdo completamente degradados pelo meio-ambiente,
ao contrario do que ocorre com outros tipos de catalisadores, como 0s metais
pesados, por exemplo. Outra vantagem da bioconversao € a sua realizagcdo em meio
aquoso e condicbes brandas de reacdo, como temperatura e pH, tornando o
processo mais sustentivel e ecologicamente adequado. Além disso, reacdes de
bioconversdo, em geral, apresentam elevada quimio, régio e enantioseletividade
(FABER, 2000; GHISALBA et al., 2010).

A quimio e regioseletividade podem ser explicadas pela estrutura
tridimensional complexa caracteristica das enzimas, que podem distinguir grupos
idénticos com diferente localizagdo espacial em um substrato. A estereosseletividade
ocorre porque enzimas sao formadas por L-aminoacidos e sao consideradas
catalisadores quirais, gerando, via de regra, substratos enantiomericamente puros
(FABER, 2000; GHISALBA et al., 2010).



Em alguns casos, a bioconversdo ndo sé é mais adequada como é a Unica
alternativa conhecida, a exemplo da hidroxilacao seletiva de carbonos nao ativados
(CARVALHO, 2011).

A bioconversao, no entanto, também apresenta algumas desvantagens, como
a dificuldade de se encontrar microrganismos ou enzimas adequados a uma reacgao
especifica, exigindo etapas de selecdo. Outro ponto a ser considerado é que
enzimas, isoladas ou presentes nos microrganismos, sSao enantiosseletivas e néo é
possivel inverter a sua quiralidade (AZERAD, 1999; FABER, 2000).

1.1.1 Utilizacao do fungo Beauveria bassiana para bioconverséo

A espécie Beauveria bassiana pertence a familia Moniliaceae de fungos
filamentosos e se apresenta na natureza como um fungo entomopatogénico utilizado
no controle biolégico de pragas como substituto de pesticidas organicos (PURWAR,;
SACHAN, 2006). A cepa de B. bassiana disponivel no ATCC (American Type
Culture Collection) sob codigo de identificacdo 7159 é frequentemente utilizada em
reacdes biocataliticas (GROGAN; HOLLAND, 2000; OSORIO-LOZADA et al, 2008;
SWIZDOR et al, 2011).

O fungo em questao foi originalmente isolado como contaminante laboratorial
e inicialmente classificado como Sporotrichum sulfurescens. Esta classificacao foi
mudada posteriormente para Beauveria sulfurescens e, mais recentemente, para B.
bassiana (GROGAN; HOLLAND, 2000).

A grande utilizacdo de B. bassiana no campo da bioconversdo se deve a
ampla gama de reacfes que este microrganismo € capaz de realizar, como
hidroxilagdes, reducdes, oxidacdes (inclusive as de Baeyer-Villiger) e conjugacbes
(GROGAN e HOLLAND, 2000; IBRAHIM et al., 2010; SWIZDOR et al., 2011).

A aplicacdo de B. bassiana pode ser exemplificada pela utilizacdo de cepa
ATCC 7159 por Olivo e colaboradores (2005) na sulfoxidagdo de um precursor
sintético do modafinil (Stavigile®), um composto psicoestimulante aprovado para uso
em pacientes que apresentam sonoléncia diurna excessiva e com potencial
utiizacdo em casos de déficit de atencdo. O precursor do modafinil,
difenilmetilsufinil, foi sulfoxidado (Figura 2) com alto rendimento (99%) e

enantioespecificamente, resultando no enantiomero (S). Esta bioconversao pode ser



bastante Uutil na sintese enantioespecifica do modafinil e posterior estudo das

atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas do enantibmero (S) em sua forma pura.

Figura 2 - Sulfoxidagéo enantioespecifica do precursor de modafinil, difenilmetilsufinil, por Beauveria

bassiana ATCC 7159.
QL st Su
I
s\)kOH S\)J\OH

Beauveria bassiana

Fonte: Olivo e colaboradores (2005).

A eficiéncia biocatalitica de B. bassiana também foi demonstrada pela
bioconversdo do 1-aminoantraceno, que resultou na formacdo de 5 diferentes
derivados (ZHAN; GUNATILAKA, 2008). A cepa de B. bassiana ATCC 7159 foi
capaz de realizar reacdes de acetilacdo, oxidacao, hidroxilagcdo e metil-O-

glicosilacdo, como demonstrado na Figura 3.

Figura 3 - Bioconverséo de 1-aminoantraceno por Beauveria bassiana ATCC 7159.
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Legenda: (i) acetilacéo; (ii) oxidacao; (iii) hidroxilacdo seguida de O-metil-glicosilacéo.
Fonte: Adaptada de Zhan e Gunatilaka (2008).
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A aplicacao de B. bassiana também pode ser exemplificada pela bioconversao
do composto canflavina B, uma flavona metilada e prenilada com potencial atividade
leishmanicida que é unicamente encontrada na espécie Cannabis sativa (IBRAHIM
et al., 2010). ApOs selecdo realizada com 41 cepas, B. bassiana ATCC 13144



apresentou a maior eficiéncia na bioconversdo do composto e foi utilizada para
estudo em escala semipreparativa produzindo dois derivados, sendo um deles

sulfatado e o outro glicosilado e, posteriormente, metilado (Figura 4).

Figura 4 - Bioconverséao do composto canflavina B por Beauveria bassiana ATCC 13144.
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Fonte: Adaptado de lbrahim e colaboradores (2010).

1.2 BIOCONVERSAO DE FLAVONOIDES.
1.2.1 Flavondides

Os flavonodides sédo pigmentos ubiquos as plantas que, geralmente, séo
responsaveis pelas cores exuberantes vistas nas pétalas. Varias funcdes celulares
importantes também sao atribuidas aos flavondides nas células vegetais, como
regulacdo do crescimento e inducdo de expressdo génica. O interesse por esta
classe, no entanto, ocorre muito mais pelos efeitos exibidos sobre outros tipos de
células: eles inibem o crescimento de varias bactérias, destroem alguns
protozoarios, inibem enzimas virais e apresentam diversas a¢des sobre linhagens
celulares de mamiferos em ensaios in vitro (HAVSTEEN, 2002).

Os flavonoides foram descobertos na década de 30 por Albert Szent-Gyorgyi,
ganhador do prémio Nobel, como substancias de elevado poder antioxidante. Em
adicdo, preparacoes ricas em flavondides, como o mel e a propolis, sédo utilizadas
com finalidade terapéutica ha milénios. Como estas substancias também estao
presentes em diversas frutas e vegetais, o consumo humano diario de flavonéides é

estimado em 1 a 2 gramas por dia. Todos estes fatores levaram a um enorme



interesse cientifico e terapéutico pela classe nas ultimas trés décadas (HAVSTEEN,
2002; HODEK et al., 2002).

O grupo dos flavondides engloba diversos polifendis, cuja estrutura basica
deriva da benzo-y-pirona (cromona) e consiste no nucleo flavanico, estrutura de 15
carbonos de esqueleto Cg-C3-Cq (Figura 5). A presenca de oxigénio heterociclico,
hidroxilas, metilas, isoprenilas, metoxilas e insaturacdes, além da diferenca na
posicdo do anel B déo origem as diferentes classes de flavondides (HAVSTEEN,
2002; HODEK et al., 2002).

Os flavondides com estrutura mais préxima aquela do nucleo flavanico, séo
denominados flavanas. A adicdo de um grupamento oxo na posi¢cdo 4, resulta na
formacdo de flavanonas e isoflavonas, dependendo da posicdo do anel B. Uma
dupla ligacéo entre os carbonos 2 e 3 do anel C pode estar presente, conferindo aos
compostos propriedades semelhantes aquelas das quinonas. Também dependendo
da posicao do anel B, estes flavonoides sdo chamados de flavonas ou isoflavonas. A
presenca de uma dupla ligacdo adicional no anel C, leva a formacdo das
antocianidinas. Chalconas, compostos biciclicos contendo o anel C aberto, também
sdo considerados flavonéides. A Figura 5 ilustra, além dos diferentes tipos de
flavonodides citados, a numeracdo da cadeia carbdnica usualmente empregada para
a classe (HODEK et al., 2002; DAS; ROSAZZA, 2006).

A maioria dos flavondides ocorre na natureza na forma de glicosideos, que
sédo formados pela adicdo de mono ou dissacarideos aos grupamentos hidroxila da
aglicona, mais frequentemente nas posicbes 3 e 7. Os aclcares mais comuns
nesses glicosideos séo a D-glicose e a L-ramnose (ERLUND, 2004).

Mais de 8000 flavondides sédo conhecidos, sendo o grande numero de
compostos devido a ampla gama de combinacfes possiveis entre substituicbes de
grupamentos hidroxila e metoxila ao nucleo flavanico, além das conjugacdes a
diferentes carboidratos (HODEK et al., 2002).

Como a estrutura quimica e algumas atividades dos flavonoides séo
semelhantes as do estrégeno, eles sdo frequentemente referidos como
fitoestrégenos, mas diversas outras atividades farmacologicas séo atribuidas a tais
compostos, a maioria delas derivada de seu potencial antioxidante, incluindo o relato
de atividades vasodilatadora, antialérgica, antilipoperoxidante, antitumoral,

antiplaquetaria, anti-isquémica e anti-inflamatéria (HODEK et al., 2002).



Figura 5 - Estrutura quimica basica dos subtipos de flavonéides mais comuns.
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Fonte: Hodek e colaboradores (2002).

1.2.2 Naringenina

A naringenina € uma flavanona de ocorréncia quase exclusiva em espécies do
género Citrus. As concentracdes mais elevadas sdo encontradas nos tecidos solidos
dos frutos, mas centenas de miligramas por litro estdo presentes no suco destes
frutos. Baixas concentracfes de naringenina também estdo presentes no tomate e
em seus derivados industrializados. Na grapefruit, o glicosideo mais comum de
naringenina, a naringina  (4',5,7-trihidroxi-flavanona-7-ramnoglicosideo), é
responsavel pelo gosto azedo da fruta e chega a perfazer 10% do peso seco do fruto
(UENG et al, 1999). A medicina tradicional chinesa emprega preparacdes contendo
naringina e naringenina (Figura 6) com finalidade anti-inflamatéria (ERLUND, 2004;

FANG et al, 2006).



Figura 6 - Estrutura quimica da naringenina e seu glicosideo mais comum, a naringina.
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Fonte: Fang e colaboradores (2006).

A naringenina tem sido intensamente investigada quanto a sua potencial
aplicacdo farmacoterapéutica e diversas atividades tém sido sugeridas a partir de
estudos in vitro. Entre elas, ha relatos de que a naringenina melhora a resisténcia a
insulina (HORIBA, 2010), tem efeito antioxidante (SHIMODA et al., 2010) e anti-
inflamatorio (BODET et al., 2008).

Herrera e colaboradores (1996) foram os primeiros a avaliar o efeito
vasodilatador da naringenina em modelo de aorta isolada de rato. Neste ensaio, 0
mecanismo da acéo vasodilatadora foi estudado pela adicdo de nitroprussiato de
sédio, um vasodilatador potente que atua como doador de Oxido nitrico (NO). O
efeito vasodilatador da naringenina foi potencializado pelo nitroprussiato, indicando
gue também hé& participacdo deste mediador na vasodilatacdo realizada pela
naringenina.

O efeito mesmo efeito foi relatado por Ajay e colaboradores (2003) em ensaio
gue avaliou a potencial atividade vasodilatadora de diversos flavonoides em modelo
de aorta isolada de rato com contragdo induzida por fenilefrina. A naringenina
apresentou capacidade de vasodilatacdo concentracdo-dependente e, na
concentragdo maxima testada (0,3 mM) foi capaz de provocar entre 70 a 80% de
vasodilatacdo. Para verificar se 0 mecanismo de vasodilatacdo mediado pela
naringenina tem participacdo das prostaciclinas do endotélio vascular, o ensaio foi
novamente realizado; desta vez, na presenca de indometacina, um inibidor potente
da ciclooxigenase (COX), que €é a enzima responsavel pela produgcdo de
prostaciclinas. A atividade vasodilatadora foi inibida, sugerindo envolvimento das
prostaciclinas na vasodilatacdo causada pela naringenina. O oOxido nitrico (NO)
também esta envolvido no mecanismo vasodilatador fisiolégico e para testar seu

envolvimento na vasodilatagdo provocada pela naringenina, um inibidor da sintese



de NO, N’-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), foi adicionado e também houve
inibicdo da vasodilatagéo induzida pelo flavonoide.

Além do potencial vasodilatador ja citado, a naringenina também é
frequentemente apontada como um composto com propriedades Uteis ao tratamento
e prevencao de diversos tipos de cancer.

Foi demonstrado que a naringenina inibe, in vitro, a B-catenina e a sinalizacao
por fator celular T (Tcf) em células de cancer gastrico humano da linhagem AGS
(adenocarcinoma gastric stomach). A B-catenina € uma proteina que exerce funcdes
importantes em células epiteliais, como a ativagdo da actina presente no
citoesqueleto, promovendo o ajuste funcional das juncdes celulares. A B-catenina
também pode atuar no nucleo celular, associada ao Tcf, ativando a transcricdo de
diversos genes envolvidos na formagcdo e progressdo tumorais. Desse modo, a
ativacao da [B-catenina e a sinalizacao por Tcf tém sido relacionadas ao mecanismo
de carcinogénese de diversos tipos de cancer, incluindo o colorretal, melanoma,
hepatocarcinoma e carcinoma gastrico (LEE et al., 2005).

Um estudo realizado por Ekambaram e colaboradores (2008) demonstrou que
a naringenina apresentou papel protetor na carcinogénese gastrica induzida por N-
metil-N'-nitro-N nitrosoguanidina (MNNG) in vivo. O tratamento com naringenina foi
capaz de reduzir a perda de peso dos animais e o tamanho do tumor gastrico
induzido. A perda de peso no cancer esta associada a um prognoéstico ruim e a
diminuicdo na sobrevida dos pacientes.

Sabarinathan e Vanisree (2010) avaliaram o efeito da naringenina no
crescimento de células C6 de glioma ou tumor glial, que s&o o tipo celular mais
comum em tumores cerebrais. O efeito da adicdo de naringenina sobre a
proliferacéo celular apés 24 horas foi verificado pelo ensaio de reducédo do brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (MTT), que verificou a supressdo do
crescimento celular de maneira concentracao-dependente. O ICs, para a linhagem
de células C6 foi de 30 pg, enquanto o valor encontrado para uma linhagem de
células ndo malignas (Vero Cells) foi de 75 pg. Com a intengcdo de verificar o
potencial da naringenina de paralisar ou estabilizar o ciclo celular, as células tratadas
com este flavondide foram avaliadas por citometria de fluxo. Apés 24 horas da
suplementacdo celular com 20 a 30 pg de naringenina, houve diminuicédo
significativa da proporcdo de células na fase GO/G1, indicando apoptose com

diminuicé@o de células C6 na fase G1. O material genético das células tratadas com a
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mesma quantidade de naringenina ap6s 24 horas também foi submetido a
eletroforese em gel de agarose e verificou-se marcante fragmentacdo do material

genético celular, reforcando a hipétese de inducédo de apoptose pela naringenina.
1.2.3 Bioconversao da naringenina

A producdo de derivados de naringenina por bioconversdao tem sido
pesquisada, prioritariamente com a intencdo de melhorar as propriedades do
composto inicial.

O primeiro relato encontrado de bioconversao de naringenina foi realizado por
Ibrahim (2000) utilizando uma cultura de Cunninghamella elegans padronizada sob
numeracdo 1392 pela Northern Regional Research Laboratory (NRRL) e produziu
um derivado com rendimento de 23%. O autor, pela analise da literatura sobre a
capacidade de bioconversdo de C. elegans, esperava um derivado sulfatado ou
glicuronado. A analise do derivado realizada por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) nédo apresentou sinais de acido glicurénico. Dessa forma, a confirmacao de
gue se tratava de derivado sulfatado (Figura 7) foi realizada pela hidrélise do
derivado com acido a temperatura ambiente. A fracdo aquosa da hidrélise &cida foi
tratada com BaCl,, resultando em um precipitado branco que presumiu-se ser
BaSO,. A presenca do conjugado sulfato também foi confirmada pelo tratamento do
derivado com uma aril sulfatase extraida de Helix pomatia e obtencdo do mesmo

precipitado.

Figura 7 - Obtencéo de derivado sulfatado de naringenina por bioconversao utilizando cultura de

Cunninghamella elegans.
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Fonte: Ibrahim (2000).

J& Shimoda e colaboradores (2010) utilizaram células de Eucalyptus
perriniana na bioconversao de naringenina e obtiveram oito derivados glicosilados,

7

sendo que o derivado glicosilado nas posi¢cfes 5 e 4’ é inédito (Figura 8).



A metilagéo regioespecifica da naringenina foi obtida pela expressdo de uma
o-metiltransferase da soja em Escherichia coli. A O-metilacao de flavonodides altera a
reatividade quimica do grupamento fendlico e aumenta a sua lipossolubilidade,
melhorando a compartimentalizacdo celular e a atividade antimicrobiana do
composto. A bioconversdao de naringenina com a cultura de E. coli geneticamente
modificada resultou, ap6s apenas 18 horas, na formacédo de um derivado metilado
na posicao 4’ (Figura 9) (KIM et al, 2005).

Figura 8 - Obtencé&o de derivados glicosilados por bioconversédo de naringenina utilizando cultura de
células de Eucalyptus perriniana.
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Figura 9 - Obtencéo de derivado metilado de naringenina por bioconversao com células
geneticamente modificadas de Escherichia coli para expressao de o-metiltransferase de soja.
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Fonte: Kim e colaboradores (2005).

1.3 A BIOCONVERSAO APLICADA A REACOES DE GLICOSILACAO

1.3.1 Reacgo0es de glicosilagao

A glicosilacao é reconhecida ha longo tempo como um mecanismo eficaz para
aumentar a hidrofilicidade de compostos lipofilicos, contribuindo para melhoria de
seu perfil farmacocinético (LIM, 2005).

Os carboidratos podem ser encontrados na natureza como mondmeros,
oligbmeros e polimeros, ou conjugados a outras substancias importantes. A classe
compbe o grupo de substancias naturais mais abundante e tem papel essencial
como recurso energético e na formacao de esqueletos biolégicos. Além disso, os
glicosideos e glicoconjugados estdo envolvidos no reconhecimento molecular e
transmissao biologica de informacdes, desenvolvendo papel essencial em processos
como fertilizagdo, embriogénese, desenvolvimento neuronal, atividade hormonal,
proliferacéao celular e organizacéo tecidual (PELLISSIER, 2005; PALCIC, 2011).

Deste modo, a presenca de glicosideos pode modificar radicalmente as
propriedades de diversos farmacos. Os conjugados glicosidicos podem controlar
aspectos farmacocinéticos e desempenhar papel essencial no mecanismo de acdo
de farmacos, por participarem de uma variedade de processos como transporte de
membrana ativo, estabilizacdo protéica e inibicdo enzimatica. A aglicona, em si, ndo
tem atividade em varios casos, como foi demonstrado para alguns antibiéticos e
antitumorais, a exemplo da eritromicina e daunomicina. (PELLISSIER, 2005).

O grande desenvolvimento no conhecimento sobre o papel biolégico de
gliconjugados, inclusive sobre a sua utilizacdo terapéutica, gerou uma grande
demanda de novas fontes de obtencdo dos conjugados existentes na natureza e de
sua diversificagdo quimica (WEIJERS et al., 2008; PALCIC, 2011).



Diante dessa demanda, grandes esforcos foram realizados nas Ultimas
décadas para o desenvolvimento de metodologias eficientes e estereoseletivas de
glicosilacédo (PALCIC, 2011).

A sintese quimica de oligossacarideos e conjugados € possivel, mas, apesar
dos avancgos realizados nas ultimas décadas, o processo ainda é bastante laborioso
por exigir diversos passos de protecdao e desprotecdo de grupos funcionais e
purificacdo. As reacbOes de glicosilacdo envolvem a formacdo de uma ligacao
glicosidica entre um residuo de carboidrato proveniente de um carboidrato ativado a
uma molécula aceptora (WEIJERS et al., 2008; PALCIC, 2011).

O mecanismo geral de formacédo dessa ligacao na grande maioria das reacdes
de glicosilacdo conhecidas segue aguele descrito para 0 método proposto por
Koenigs e Knorr, em 1901. Essa ligacdo é formada pela substituicdo nucleofilica de
um grupo abandonador (X) ligado ao carbono anomérico de um carboidrato por um
grupamento alcoxila de um alcool (R-OH) ou um acucar parcialmente protegido. A
taxa de reacdo sera aumentada na presenca de um ativador, geralmente um acido
de Lewis, que € chamado de “promotor” (Figura 10). O papel deste promotor é
auxiliar a saida do grupo abandonador X (PELLISSIER, 2005; WEIJERS et al.,
2008).

Figura 10 - Mecanismo geral para formacao de ligacdo glicosidica.
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Fonte: Weijers e colaboradores (2008).

O mecanismo geral ilustrado na Figura 10 estd detalhado na Figura 11. O
sucesso da reagado de conjugacgédo depende da reatividade e do tipo de substituinte
presente no aceptor e no doador, além da eficacia do promotor. A seletividade
anomérica é determinada pela natureza do grupo presente no carbono adjacente ao
anomérico. Quando o oxigénio deste grupo esta protegido por um grupamento néo
participante, alquil ou benzil, por exemplo, o efeito anomérico predomina e o
anbmero a é formado. Por outro lado, quando o carbono adjacente esta ocupado por

um grupo participador, como um grupamento éster, ocorre a formacao de um cétion



intermediario apés a saida do grupo X (Figura 11) e o ataque nucleofilico
subsequente levard predominantemente a formacgédo de ligagbes do tipo B. A
participacdo do solvente também interfere fortemente na estereosseletividade
(PELLISSIER, 2005; WEIJERS et al., 2008).

Figura 11 - Mecanismo detalhado de formacao de ligagdo glicosidica, evidenciando a participacdo do
grupo adjacente ao carbono anomérico na seletividade anomérica da reacao.
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Fonte: Weijers e colaboradores (2008).

Além dos desafiadores ajustes para direcionar a estereosseletividade
mencionados, 0s quimicos orgéanicos tém que lidar com a questdo da diferenciacao
entre 0s grupos hidroxila eventualmente presentes na molécula aceptora para
obtencdo do produto desejado. Este processo geralmente é dificil e envolve
trabalhosas etapas de protecédo e desprotecdo dos grupamentos, aumentando a rota
sintética (PELLISSIER, 2005; WEIJERS et al., 2008).

As ferramentas usadas pela natureza para catalisacdo de ligagdes glicosidicas

sdo as enzimas glicosiltransferases e glicosidases. Ambas apresentam enorme



potencial para a sintese de estruturas relevantes que contenham carboidratos
(WEIJERS et al., 2008).

As glicosidases, ou glicosil hidrolases, comp&e um grupo de enzimas que,
primariamente, realizam a funcéo de clivagem de ligacdes glicosidicas. No entanto,
como as glicosidases catalisam uma reacao bi-direcional, elas podem ser
empregadas para a formacdo de ligacbes glicosidicas. S&o conhecidas
aproximadamente 100 familias de glicosidases, que englobam uma variada gama de
proteinas estruturalmente diversas cujos sitios cataliticos sdo bastante semelhantes.
O doador glicosidico pode ser um mono ou oligossacarideo, ou ainda, um glicosideo
ativado; todos doadores glicosidicos de baixo custo (WEIJERS et al., 2008;
SCHMALTZ et al., 2011).

O mecanismo de reacdo envolve a formacédo de um intermediario glicosideo-
enzima que, ao ser interceptado por um aceptor glicosidico, forma uma nova ligacéo
glicosidica. O intermediario também pode ser hidrolisado na presenca de agua
(Figura 12) (WEIJERS et al., 2008).

Figura 12 - Mecanismo bidirecional de formacao de ligagdo glicosidica catalisado por glicosidase.
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Fonte: Weijers e colaboradores (2008).

As glicosidases sao alternativas sintéticas atrativas porque geralmente sao
tolerantes a diferentes solventes organicos, além de utilizarem doadores glicosidicos
de baixo custo. Além disso, as glicosidases sdo estereoseletivas e podem ser
utilizadas para inverter ou para manter a estereoquimica da ligacdo glicosidica. No
entanto, a acdo dessas enzimas pode gerar regioisbmeros, dependendo da estrutura
do aceptor (WEIJERS et al., 2008; SCHMALTZ et al., 2011).

Os baixos rendimentos obtidos sdao a maior limitagdo na utlizagdo das
glicosidases, obstaculo recentemente superado pelo desenvolvimento de enzimas

mutantes, chamadas de ‘glicosintases’, que perderam a capacidade bidirecional de



reacdo e ndo sdo capazes de hidrolizar as ligacdes glicosidicas (WEIJERS et al.,
2008; SCHMALTZ et al., 2011).

Outra classe de enzimas capaz de catalisar a formacdo de ligacdes
glicosidicas, as glicosiltransferases (GTases), também se apresentam como uma
alternativa sintética util na producéo de oligossacarideos e conjugados glicosidicos.
In vivo, tais enzimas sao responsaveis pela formacdo da maioria dos conjugados
glicosidicos de superficie celular. As GTases sdo uma super classe de enzimas com
mais de 90 familias. A classe foi organizada na base de dados CAZy (Carbohydrate-
Active enZymes) e estd disponivel em http://www.cazy.org (WEIJERS et al., 2008;
WANG, 2009).

Elas catalisam a formacédo da ligacdo glicosidica pela transferéncia de um

sacarideo, tipicamente um monossacarideo, de um doador ativado, para uma
substancia aceptora (WEIJERS et al.,, 2008; PALCIC, 2011; SCHMALTZ et al.,
2011).

Os aceptores variam de substancias complexas como polissacarideos,
proteinas, lipideos e acidos nucléicos a outros monossacarideos e produtos naturais;
tornando as GTases uma das classes de enzimas de maior diversidade conhecida
de substratos (WEIJERS et al., 2008; PALCIC, 2011; SCHMALTZ et al., 2011).

Assim como as glicosidases, as GTases podem manter ou inverter a
estereoquimica da ligacdo anomérica. Deste modo, a maior vantagem de utilizacéo
das GTases na sintese quimica reside na sua elevada régio e estereoespecifidade,
além dos 6timos rendimentos alcancados com a utilizagdo de derivados do amido
(WEIJERS et al., 2008; PALCIC, 2011; SCHMALTZ et al., 2011).

Apesar das varias vantagens apresentadas, o uso de GTases esta,
necessariamente, vinculado a utilizacdo de acucares conjugados a nucleotideos.
Uma vez que estes compostos apresentam custo elevado e muitos ndo estao
comercialmente disponiveis em grandes quantidades, a utilizacdo destas enzimas
em larga escala torna-se inviavel. Uma alternativa utilizada para contornar esta
limitagdo é a utilizagdo de sistemas de regeneracdo dos doadores in situ, mas o

custo permanece elevado (WEIJERS et al., 2008).

1.3.2 Glicosilagdo por bioconverséo



As células de plantas sintetizam uma variedade de derivados secundarios
glicosilados. A glicosilacdo, nessas células, aumenta a solubilidade e estabilidade
dos compostos, facilitando seu armazenamento e acumulo nas células vegetais.
Deste modo, culturas de células de planta podem ser empregadas para
biotransformar substancias em seus derivados glicosilados (WANG, 2009).

Num exemplo ja citado, Shimoda e colaboradores (2010) empregaram uma
cultura de células de E. perriniana para glicosilar a naringenina (Figura 8), obtendo
oito derivados glicosilados, incluindo dois inéditos.

Trés derivados glicosilados também foram preparados por Shimoda e
colaboradores (2009) a partir do sesamol utilizando culturas de Nicotiana tabacum e
E. perriniana (Figura 13). O sesamol é o componente principal do éleo extraido de
sementes de Sesamum indicum, utilizado pela medicina tradicional chinesa como
um agente capaz de prevenir o envelhecimento. O emprego farmacoldgico do
sesamol, no entanto, é limitado pela baixa solubilidade em agua e fotossensibilidade.
Ambas as culturas de células foram submetidas as mesmas condi¢des de incubacao
e produziram um derivado mono-B-glicosilado em comum. No entanto, as culturas
apresentaram derivados dissacarideos distintos; enquanto N. tabacum produziu o -
gentiobiosideo, a cultura de E. perriniana produziu o B-rutinosideo.

A hesperidina, um flavondide de grande potencial farmacoterapéutico e
baixissima solubilidade em agua, foi glicosilada por culturas de células de Ipomoea
batatas e E. perriniana formando seis produtos glicosilados ap6s 5 dias de
incubacéo. Destes compostos, trés sdo inéditos e todos apresentaram aumento da
solubilidade em agua (SHIMODA et al., 2008).

Figura 13 — Glicosilagdo de sesamol por culturas de células de Nicotiana tabacum e Eucalyptus
perriniana.
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Fonte: Shimoda et al., 2009.



Células de fungos e bactérias também s&o frequentemente empregadas para
glicosilagdo. Miyakoshi e colaboradores (2010) empregaram uma cultura de células
de Cunninghamella echinulata na glicosilacdo da 3-hidroxiflavanona (Figura 14).
Apés 72 horas da adicdo do substrato, o produto 3-O-B-glicosilado foi obtido com

rendimento de 99%.

Figura 14 — Glicosilacao de 3-hidroxiflavanona por cultura de células de Cunninghamella echinulata
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Fonte: Miyakoshi et al., 2010.

Outro exemplo recente de glicosilacéo por bioconversao é a utilizacdo de uma
cultura de células de Nocardia Corallina para glicosilagdo do acido echinocistico, um
composto com relatos importantes de atividade citotdxica. A biotransformacao foi
realizada com o intuito de diversificacdo estrutural e gerou, apds sete dias, 3
derivados, dois quais um foi oxidado e dois, glicosilados (FENG et al., 2010).

Diante da grande demanda para sintese produtos glicosilados, do potencial
farmacoldgico dos flavonoides e da aplicacdo da bioconversdo nas reacdes de
glicosilagdo, justifica-se a busca por novos métodos de bioconversdo para

diversificacao estrutural e glicosilacao de flavondides.



2 Objetivos

— Selecionar fungos filamentosos da espécie Beauveria bassiana spp. capazes
de realizar a bioconverséao da naringenina;

— Obter, por bioconverséo, derivados de naringenina utilizando diferentes cepas
do fungo filamentoso Beauveria bassiana spp;

— Purificar e caracterizar os derivados obtidos;

- Realizar a avaliacao das potenciais atividades vasodilatadora e antiproliferativa

dos derivados obtidos e comparar com a atividade da naringenina.



3 Material e Métodos

3.1 TECNICA GERAL DE BIOCONVERSAO

Todos os experimentos de bioconversédo foram realizados de acordo com a
técnica geral apresentada na Figura 15. Os procedimentos que compde esta técnica

estao pormenorizados nas sec¢des a seguir.

Figura 15 - Fluxograma da metodologia geral de bioconverséo.
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3.1.2 Manutencéo e repique das cepas

Os microrganismos foram mantidos em agar batata inclinado entre 2 e 4C e
repicados periodicamente com solucdo de glicerol estéril 25% (v/v). Sub-culturas
dessas cepas foram preparadas antes de cada experimento e mantidas a 27C em
camara germinativa do tipo Biochemical oxygen demand (B.O.D) (Modelo TE 401
Tecnal®) por 7 a 15 dias para crescimento. Ao final deste periodo, foi realizada a
analise macroscopica da colénia com a finalidade de verificar se houve crescimento

adequado e descartar a possibilidade de contaminacéo.



3.1.3 Preparacao do meio de cultura liquido

O meio de cultura liquido em que foram realizadas as reacdes de
bioconverséo utilizado neste estudo foi o Peptone Dextrose Soy Medium (PDSM)
(COSTA et al., 2008). Cada 1000 mL do meio contém: 5 g de peptona bacteriolégica,
20 g de glicose, 5 g lecitina de soja, 5 g de fosfato de potassio monobasico, 5 g de
cloreto de sédio e 3 g de extrato de levedura. A lecitina de soja foi solubilizada em
guantidade suficiente de agua separadamente.

Com o auxilio de uma proveta, foram medidas por¢des de 100 mL de meio de
cultura, as quais foram transferidas para erlenmeyers de vidro de 250 mL com boca

larga. As porc¢des de meio de cultura foram autoclavadas a 121<C por 15 minutos.

3.1.4 Inoculacao dos microrganismos no meio de cultura liquido (PDSM)

Uma solucao estéril de glicerol 25% (v/v) foi utilizada para transportar os
esporos dos microrganismos cultivados em meio solido apés 7 dias de crescimento.
A cada erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de PDSM autoclavado foi
adicionada uma gota da suspensdo de esporos formada com glicerol. Apés a
inoculacao, os erlenmeyers foram incubados sob agitacdo de 200 r.p.m a 27C £ 2
em agitador rotativo (Modelo TE 424, Tecnal®) por um periodo de 72 horas. Um
erlenmeyer, que serviu como controle negativo, ndo foi inoculado, sendo mantido

sob as mesmas condi¢des de incubag&o que os demais.

3.1.5 Adigéo do substrato

A naringenina, com grau de pureza igual a 95% (Sigma Aldrich®), foi o
substrato utilizado para bioconversao em todas as etapas deste estudo.

O substrato foi pesado em balanca semianalitica digital e solubilizado em
etanol para a obtengcédo de uma solugédo com concentracao de 50 mg/mL.

Apbs 72 horas da inoculagcdo do microrganismo, os erlenmeyers (inclusive o
controle ndo inoculado) foram retirados da incubadora e, com o auxilio de uma
pipeta graduada previamente desinfetada em alcool 70%, 1,0 mL de solucdo

etandica de naringenina 50 mg/mL foi adicionada a cada erlenmeyer. A



concentragao final de substrato no meio reacional foi 0,5 mg/mL. Um erlenmeyer
inoculado, que serviu como controle negativo, ndo recebeu substrato.

Os erlenmeyers foram novamente incubados no agitador rotativo a 200 r.p.m e
27T + 2, onde foram mantidos pelo tempo necessario pa ra bioconversao completa

do substrato, até o tempo maximo de 96 horas.

3.1.6 Amostragem do meio reacional

Para monitoramento da reacdo de bioconversdo e determinacdo da cinética
de formacgdo dos derivados obtidos, foram retiradas aliquotas de 2 mL do meio
reacional a cada 24 horas, até o consumo completo do substrato ou até 96 horas.

As aliquotas empregadas para monitoramento foram utilizadas imediatamente
(ver 3.1.7). Ja as aliquotas destinadas a determinagdo da cinética de bioconversao
foram armazenadas em tubos eppendorf e mantidas a -4C para analise posterior
(ver 3.4).

3.1.7 Monitoramento da bioconversao

Para monitoramento da reag¢do de bioconversdo, as aliquotas (2 mL) foram
saturadas com cloreto de sédio, adicionadas de 1 mL de acetato de etila (AcOEt) e
levadas ao vortex (Modelo MS1, Ika®).

Com o auxilio de um capilar, as fracdes AcOEt resultantes foram aplicadas
sobre cromatoplacas de aluminio cobertas com camada de silica gel 60 marcadas
com F,54 de espessura 0,25 cm (Whatman®). A fase movel utilizada para corrida
cromatografica foi AcOEt:MeOH, na proporcdo 95:5 (CUNHA, 2008). As placas
cromatograficas foram visualizadas em camara de luz ultravioleta a 254 nm e

reveladas por vapor de iodo.
3.1.8 Extracéo
Ao final do periodo de incubacdo, o contetdo dos erlenmeyers foi filtrado e

lavado com quantidade suficiente de agua sob vacuo em funil de Buchner, utilizando

tiras de gaze em cruz. O micélio retido no funil foi extraido com cerca de 300 mL de



acetona em agitador magnético por aproximadamente 40 minutos, quando a mistura
foi filtrada em papel de filtro.

A solucao obtida da primeira filtracao foi supersaturada em cloreto de sodio e
novamente filtrada em funil de Buchner contendo camada de celite. A solucdo
resultante foi extraida em funil de separagdo com trés porcdes de 300 mL de AcOEt.
As frac6es AcOEt e cetbnica foram concentradas sob vacuo em evaporador rotativo
até completa evaporacao do solvente (SL 125, Solab®). A metodologia utilizada para

extracdo estd ilustrada na Figura 16.

Figura 16 - Fluxograma da metodologia empregada para extracdo do meio reacional, resultando na
formacao das fracdes AcOEt e cetbnica.
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Fonte: Autor

3.1.9 Purificacdo das fracoes

As fragbes AcOEt e cetdnica obtidas na extracdo foram submetidas a
cromatografia de adsorcdo em coluna. Fase movel AcOEt:MeOH, na proporc¢ao 95:5,
ou AcOEt 100% e fase estacionaria silica gel 0,063 — 0,200 mm foram empregadas

para separacdo. A quantidade de silica, o comprimento e didmetro da coluna foram



escolhidos conforme a massa das fragdes, seguindo as propor¢des apresentadas na
Tabela 1 (PAVIA, 1990).

Tabela 1: Proporcdo de adsorvente, didmetro e altura da coluna utilizada conforme a massa da

amostra.

Amostra Adsorvente Diametro Altura

(9) (9) (mm)  (mm)
0,01 0,3 3,5 0
0,10 3,0 7,5 60

1,0 300 16,0 130
10,0 3000 350 280

Fonte: Pavia, 1990.

As fragdes que ndo foram totalmente sollveis na fase mével AcOEt:MeOH
(95:5), foram incorporadas em pequena quantidade de silica para aplicacdo na
coluna.

O monitoramento da purificacdo em coluna foi feito por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), seguindo a metodologia apresentada na secédo 3.1.7. Os
produtos purificados tiveram o solvente evaporado a pressédo reduzida e foram

armazenados em dessecador sob vacuo por 24 horas antes da pesagem.

3.2 SELECAO

Com o objetivo de encontrar o microrganismo mais adequado para
bioconverter a naringenina, foi realizada uma selecdo com varias cepas de
Beauveria bassiana spp.

Além da cepa de Beauveria bassiana ATCC 7159 foram utilizadas cepas de
Beauveria bassiana spp., isoladas de amostras de solo do cerrado, identificadas
pelo Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de
Goias (IPTSP), séo elas: IP3a, IP6, IP8, IP11, IP94, IP98, IP127, IP132, IP147 e
IP153 (COSTA, 2011).

No ensaio de selecéo, cada cepa foi utilizada para inocular um erlenmeyer de
250 mL, contendo 100 mL de meio liquido PDSM. O experimento foi realizado

conforme procedimento geral de bioconversao (se¢ao 3.1).



3.3 BIOCONVERSAO EM ESCALA SEMIPREPARATIVA

ApOs avaliacdo dos resultados da selecdo e definicdo da cepa que melhor
metabolizava a naringenina, foi realizado um ensaio em escala semipreparativa.

Neste ensaio, 9 erlenmeyers de 250 mL, cada um contendo 100 mL de meio
de cultura liquido, foram inoculados com a cepa escolhida e 50 mg de naringenina
foram adicionadas a cada erlenmeyer; resultando na bioconversdo de 450 mg de

naringenina, conforme procedimento descrito na secao 3.1.

3.4 DETERMINACAO DA CINETICA DE FORMACAO DOS DERIVADOS E CONSUMO DE

NARINGENINA

Apbs purificacdo dos derivados, uma analise da sua cinética de formacao foi
realizada com auxilio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

As aliquotas do meio reacional obtidas conforme procedimento da sec¢éo 3.1.6
foram centrifugadas em microcentrifuga (Micro Fanem® modelo 243) a 60.000 r.p.m.
por 5 minutos e 20 pL do sobrenadante foram utilizados para injecdo em
cromatografo Varian®, injetor manual Rheodyne com loop fixo de 20 pL, coluna
Lichrospher 100 RP 18 MERCK® (250 x 4,6 mm x 0,5um). A fase mével empregada
foi metanol (MeOH): tampéo fosfato de potdssio monobasico 0,02 M, na proporgédo
65:35 e fluxo de 0,6 mL/min. Esta metodologia foi empregada por Cunha (2008)
utilizando fluxo 0,8 mL/min. Para preparo da fase movel foi utilizada agua destilada
purificada em sistema Milli-Q (Millipore®), fosfato de potassio monobasico P.A e
metanol grau HPLC. O metanol foi filtrado em membrana hidrofébica antes da

utilizacgéo.
3.5 IDENTIFICAGAO DOS PRODUTOS OBTIDOS

Os produtos purificados em quantidade suficiente tiveram sua estrutura
guimica elucidada com o auxilio das técnicas no Infravermelho, Espectrometria de
Massas (EM), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H),
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN **C), e ressonancia magnética
nuclear de duas dimensfes: Heteronuclear Multiple-Bond Correlation (HMBC) e

Heteronuclear Single-Quantum Correlation (HSQC).



3.5.1 Infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos na Central Analitica do Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Goias. Para obtencdo dos espectros de
infravermelho foi utilizado um espectrometro modelo Spectrum 400 FT-IR (Perkin-
Elmer®) com varredura de 400 a 4000 cml. Pastilhas de KBr foram preparadas
utilizando 2 mg de amostra para 300 mg de KBr previamente dessecado em estufa a
120<C.

3.5.2 Espectrometria de massas

As andlises de EM da naringenina e do derivado foram realizadas por meio da
injecdo direta das amostras (MeOH:H,O (1:1, v/v) e acido férmico 0,1%) no
espectrémetro de massas 1200L triplo-quadrupole MS/MS (Varian®). Os espectros
de massas foram obtidos no modo positivo com ionizagdo por electrospray e
parametros otimizados para o ion molecular protonado, utilizando nitrogénio como

gas de colisdo e diferentes energias de colisdo (30-60 eV).

3.5.3. Ressonéancia magnética nuclear

As anélises de RMN foram realizadas no Laboratério de RMN do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Goias. O espectrémetro Bruker Avance Ill 500
de 11.75 T (500,13 MHz para o *H e 75,46 MHz para o *3C), equipado com sonda
HR-MAS de 4 mm foi utilizado. As analises foram feitas em metanol ou cloroférimio

deuterado utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno.

3.6 AVALIACAO DE POTENCIAIS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DOS DERIVADOS

3.6.1 Avaliagéo da atividade vasodilatadora in vitro

O substrato e os derivados com rendimento suficiente foram submetidos a
estudos in vitro para avaliacdo da potencial acdo vasodilatadora e comparacéo a da
naringenina.

Para a avaliagcdo da atividade vasodilatadora, ratos Winstar machos foram

anestesiados e eutanasiados por deslocamento cervical. Todos os procedimentos



foram realizados em acordo com o Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Goias. As aortas foram rapidamente removidas e
dissecadas, removendo-se todo o tecido conjuntivo e adiposo, e cortadas em anéis
de 4 mm de comprimento. Os anéis aorticos foram imediatamente fixados em cubas
de 6rgao isolado conectadas a transdutor de forca isométrico contendo 10 mL de
solugéo de Krebs com a composicao a seguir (mM): NaCl 130, KCl 4,7, KH,PO4 1,2,
MgSO, 1,2, NaHCO3 14,9, glicose 5,5, CaCl, 1,6. A solucdo foi mantida em pH 7,4, a
temperatura de 37T e aerada com 95% (v/v) O, e 5% (v/v) CO,. As respostas foram
armazenadas com auxilio de um sistema computadorizado e WinDag Resource (
DATAQ Instruments, Akron, OH, USA)

Os anéis foram inicialmente mantidos sob tensdo de 1 grama-forgca por um
periodo de estabilizacdo de 60 min antes de realizar os protocolos experimentais.
Apbs o periodo de estabilizagdo, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina (0,1
pmol/L) para verificar a resposta contratil da preparacdo. A presenca de endotélio
funcional, nos anéis pré-contraidos com fenilefrina, foi certificada pela adicdo de
acetilcolina (1 ymol/L).

Apbs equilibrio e pré-contracdo com fenillefrina (0,1 uyM, ECso previamente
determinado no laboratério) curvas concentragdo-resposta cumulativas foram
obtidas para naringenina (0,5 a 500 yM), para o derivado (0,5 a 500 uM) e para o
veiculo (DMSO) nas mesmas quantidades.

Em outra série de experimentos, o mesmo protocolo foi repetido na presenca

(20 min) do bloqueador n&o seletivo de canais de K*, tetraetilaménio (TEA, 1mM).

3.6.2 Avaliacdo do potencial antiproliferativo in vitro através do método de

exclusdo com azul de tripano

Para a realizacdo deste teste, a suspensdo de células da linhagem Jurkat
(ATCC TIB-152), derivada de leucemia linféide humana aguda, foi distribuida (2x10°
cels/mL; 100 yL/poc¢o) em microplaca de 96 pocos contendo meio de cultura RPMI
1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e tratado com diferentes
concentragdes (0,0015 — 2,0 mM) de naringenina e dos derivados com rendimento
suficiente por 24 horas em incubadora a 5% de CO. Apés o periodo de tratamento,

uma aliquota de 20 uL da suspenséao de células foi retirada e diluida em 180 pL de



azul de tripano a 0,2%. As células foram observadas por suas alteracdes
morfolégicas e contadas em camara de Newbauer.

O percentual de inibicdo celular, na presenca das substancias em estudo, foi
calculado considerando a média do numero de células viaveis do controle como
100%.

Foram realizados dois experimentos independentes e cada concentracao foi
experimentada em triplicata. O Clsy foi determinado por regressdo nao linear e a

comparacao entre a naringenina e os derivados foi feita pelo teste Student t test.



4 Resultados e discusséo
4.1 AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DAS CEPAS EM MEIO PDSM

O sucesso na utilizacdo do metabolismo fangico requer conhecimento
detalhado sobre as caracteristicas de crescimento e a fisiologia do fungo em
guestdo. A producdo de derivados especificos pode requerer condigdes de cultivo
diferentes e cada fungo é Unico em sua morfologia e fisiologia. Deste modo, a
morfologia e as condicbes de cultivo empregadas em cada processo envolvendo
fungos filamentosos precisam ser muito bem estabelecidas (PAPAGIANI, 2004).

Todas as cepas de Beauveria bassiana spp. (IP6, IP8, IP11, IP94, IP127,
IP132, IP147, IP153 e B. bassiana ATCC 7159) utlizadas neste estudo
apresentaram crescimento satisfatério, avaliado visualmente, em &agar batata
inclinado, no periodo de 7 a 15 dias, o que pode ser observado na Figura 16. As
culturas apresentaram aspecto algodonoso e coloragcdo esbranquicada. O meio
utilizado mostrou-se eficaz para manutencdo dos microrganismos.

Figura 17 - Aspecto morfol6gico das cepas de Beauveria bassiana spp.empregadas na sele¢cdo em
meio inclinado, apés sete dias de crescimento a 27°C em camara B.O.D.

Fonte: Autor

Para o cultivo em meio liquido, foi escolhido o caldo PDSM. Este meio € de
facil preparo, baixo custo e se mostrou eficaz em estudos de bioconverséo
anteriores realizados no Laboratério de Bioconversdo (LaBioCon) da Universidade
Federal de Goias (CIRILO, 2006; GOMES, 2007; PAZINI et al., 2010). Neste estudo,
o0 meio PDSM também mostrou eficacia para o crescimento das cepas utilizadas na

selecéo e foi utilizado posteriormente no ensaio em escala semipreparativa.



Apbs 72 horas de crescimento em meio de cultura liquido PDSM a 200 r.p.m.

e 27T +/- 2° C as cepas testadas apresentaram aspecto mo rfolégico bastante

variado. Para a descricdo do aspecto morfolégico neste estagio foram consideradas

as caracteristicas: cor, forma de crescimento (amorfa ou pellets), presenca ou

auséncia de halo e viscosidade (+; ++; +++). Os resultados sdo apresentados no

Quadro 1 e podem ser observados na Figura 18.

A forma de crescimento é um fator de importancia notéria, pois apresenta

grande impacto da reologia do meio de cultura, afetando a taxa de consumo de

oxigénio e o consumo de nutrientes (PAPAGIANI, 2004).

Quadro 1 - Caracterizacdo do aspecto morfologico das cepas de Beauveria bassiana spp. utilizadas
na selecdo em meio liguido PDSM.

Cepa Cor Forma de Crescimento Halo Turbidez

B. bassiana ATCC 7159  Rosado Amorfo Presente +++
B. bassiana IP6 Amarelado Amorfo Presente ++
B. bassiana IP8 Amarelado Amorfo Ausente +

B. bassiana IP11 Amarelado Amorfo Ausente ++
B. bassiana IP94 Amarelado Amorfo Ausente +

B. bassiana IP127 Amarelado Amorfo Presente ++
B. bassiana IP132 Rosado Amorfo Presente ++
B. bassiana 1P8147 Amarelado Amorfo Ausente +++
B. bassiana IP8153 Amarelado Amorfo Ausente +

Fonte: Autor

Figura 18 - Aspecto morfoldgico das ce
| 7

pas ap0ds 72 horas de crescimento em meio liquido PDSM




4.2 SELECAO

Durante o procedimento de selecdo com as cepas de B. bassiana spp.,
aliquotas foram retiradas do meio reacional a cada 24 horas para monitorar a
presenca de derivados e do substrato. Este monitoramento foi realizado por CCD
com fase mével acetato de etila/metanol, na proporgéo 95:5.

Todas as cepas de Beauveria bassiana spp. testadas foram eficazes na
metabolizacdo da naringenina, de forma que apenas uma das cepas (IP11) nao
consumiu totalmente o substrato apds 96 horas de incubacdo. Quatro diferentes
derivados puderam ser observados no monitoramento da selecdo realizado por
CCD. Os produtos obtidos foram numerados em ordem decrescente de acordo com

fator de retencéo apresentado. O Quadro 2 apresenta os resultados da selecéo.

Quadro 2 - Derivados da naringenina encontrados em monitoramento por CCD produzidos por cepas
de Beauveria bassiana spp. ap6s 96 horas de incuba¢cdo em meio liquido PDSM a 27°C e 200 r.p.m.

Microrganismo Deriv. | Deriv. Il Deriv.llI Deriv IV Subs.
Rf: 0,86 Rf: 0,43 Rf: 0,26 Rf: 0,20 Rf: 0,67
B. bassiana IP6 + - - - -
B. bassiana IP8 - + + - -
B. bassiana IP11 - + + - +
B. bassiana IP94 - + + - -
B. bassiana IP127 - + + - -
B. bassiana IP132 - + - - -
B. bassiana IP147 - + + - -
B. bassiana IP153 - - - + -
B. bassiana ATCC 7159 - + + - -

Legenda: Os simbolos (+) e (-) indicam presenca ou auséncia dos derivados, respectivamente. Na
coluna denominada substrato, (+) indica que o substrato ndo foi totalmente consumido e (-) indica
consumo total do substrato. A CCD empregou fase mével AcOEt:MeOH, na proporcdo 95:5 e fase
estacionaria silica gel 60 F,s, com 0,25 cm de espessura.

Fonte: Autor.

As reacdes de bioconverséao, via de regra, geram produtos mais polares que o
substrato. No entanto, no caso da cepa IP6, o derivado observado possui menor
polaridade que a naringenina na fase mével empregada para analise. Os derivados
Il e Il foram produzidos pela maioria das cepas e possuem fator de retencao
proximo ao do substrato e, como é esperado um derivado funcionalizado e de

estrutura proxima a do substrato, despertaram maior interesse. O derivado IV foi



produzido apenas pela cepa IP153 e apresentou polaridade bastante diferente do
substrato, levantando a hip6tese de ser pouco promissor.

Os derivados Il e 1ll, considerados mais promissores para estudos posteriores,
foram igualmente produzidos pelas cepas IP8, IP11, IP94, IP127, IP147 e ATCC
7159. Como nenhuma vantagem no uso das cepas isoladas do cerrado pode ser
observada, optou-se por utilizar a cepa ATCC nos ensaios em escala
semipreparativa. Esta decisdo baseou-se, ainda, na literatura, que aponta Beauveria
bassiana ATCC 7159 como um dos fungos mais empregados em reacles de
bioconversédo por ser capaz de realizar diversos tipos de modificagbes estruturais
como reducgdes, oxidacdes e hidrélises (GROGAN, 2000).

4.3 ENSAIO SEMIPREPARATIVO COM Beauveria bassiana ATCC 7159

A cepa Beauveria bassiana ATCC 7159 foi utilizada para bioconversdo em
escala semipreparativa, em que foram empregadas as mesmas condicbes de
incubacédo descritas para o procedimento da selecdo. As fracdes ACOEt e cetdnica,
obtidas apos extragdo do meio reacional, foram analisadas por CCD e, devido a
similaridade, foram reunidas, resultando numa fracdo Gnica de 1,2 gramas. A
amostra foi submetida & cromatografia de adsor¢cdo em coluna de vidro, utilizando
fase mével AcOEt 100%. As fracOes coletadas foram numeradas e 0 monitoramento
foi realizado por CCD das fragcbes que receberam numeracao par. A fase movel
empregada no monitoramento foi AcOEt/MeOH, 95:5. O resultado deste

monitoramento esté descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados do monitoramento realizado por CCD das fra¢cfes coletadas da coluna.
Fracbes Derivado Il (Rf.: 0,43) Derivado Il (Rf.: 0,26)

2a?24 + -
26 a 32 + +
34 a 46 + -

Fonte: Autor. Condi¢cbes cromatograficas: coluna de vidro 26,5 x 2 cm, fase estacionaria silica gel 60
0,063-0,200 mm e fase moével AcOEt 100%; CCD: fase estacionaria silica gel e fase movel
AcOEt/MeOH 95:5.

O derivado Il foi purificado facilmente, ja o derivado Il ndo pode ser purificado
por esta técnica, uma vez que todas as fragbes eluidas da coluna que continham o

derivado Il também apresentavam o derivado Il. Foram realizadas duas novas



tentativas de purificagdo por cromatografia de adsorcdo em coluna de vidro, sob as
mesmas condi¢cdes, com sub-fragbes da primeira coluna, mas apenas o derivado ll,
denominado LaBioCon 185, foi isolado com sucesso. As fracdes contendo o
derivado Il foram, entdo, lavadas com hexano para remocdo de eventuais acidos
graxos provenientes metabolismo flngico e o rendimento global obtido para o
derivado LaBioCon 185 foi de 38%.

4.4 DETERMINACAO DA CINETICA DE FORMACAO DOS DERIVADOS E CONSUMO DE

NARINGENINA

Para determinacdo da cinética de reacdo, amostras do meio reacional foram
retiradas a cada 24 horas e preparadas conforme procedimento descrito na secao
3.4 para inje¢cao em CLAE.

Inicialmente, a metodologia de andlise por CLAE desenvolvida no LaBioCon
por Cunha (2008), para analise de amostras contendo naringenina foi testada para a
analise das amostras e determinacdo da cinética. Esperava-se, com base na analise
de trabalhos anteriores realizados no LaBioCon (CIRILO, 2006; GOMES, 2007;
PAZINI, 2010), a separacao cromatografica de, pelo menos, dois picos, um referente
a naringenina e outro referente a sobreposicdo do meio de cultura liquido PDSM e
do inoculo. A metodologia descrita ndo demonstrou separacdo adequada dos
componentes da amostra.

Na tentativa de aprimorar a metodologia, o fluxo foi alterado para 0,6 mL/min
enquanto todos 0s outros parametros permaneceram inalterados. A mudanca no
fluxo permitiu a separacdo adequada de dois picos. A injecdo anterior de solucdo de
0,5 mg/mL de naringenina em metanol, permitiu a identificagcdo da substancia com
tempo de retencdo 6,8 minutos como naringenina; o componente da amostra com
tempo de retengdo 3,7 minutos poderia ser atribuido ao meio de cultura PDSM, ao
inbculo de B. bassiana ATCC 7159, ou a sobreposicdo do PDSM e do in6culo
(Figura 19).



Figura 19 - Cromatograma de aliquota retirada do meio reacional no tempo zero.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatografo Varian®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP
18 MERCK® (250 x 4,6 mm x 0,5[1m) e fase mével metanol:tampao fosfato de potassio monobasico
0,02 M, na proporg¢éo 65:35 com fluxo 0,6 mL/min.
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A fim de verificar estas possibilidades, uma amostra do branco n&o inoculado,
contendo apenas meio de cultura e naringenina, foi analisada (ver secao 3.1.4).
Novamente, apenas duas substancias foram observadas no cromatograma; no
entanto, a substancia com tempo de retencao de 3,7 minutos, apresentou uma area
sob a curva bastante reduzida (Figura 20) em relacdo ao cromatograma anterior
(Figura 19). Deste modo, foi possivel confirmar a sobreposi¢cdo dos picos referentes
ao meio de cultura PDSM e ao inéculo de B. bassiana.

Os derivados 1l e Ill que haviam sido identificados na analise por CCD,
também foram detectados na analise por CLAE. O cromatograma representado na
Figura 21 corresponde a analise de uma aliquota retirada apés 48 horas da adi¢do
do substrato e evidencia, além dos picos referentes ao PDSM e a naringenina, 0s
picos referentes aos derivados, com tempos de retencéo iguais a 4,7 e 5,5 minutos.

A injecdo de solugdo metandlica do derivado Il (LaBioCon 185), previamente
purificado por cromatografia de adsor¢cdo em coluna de vidro (secéo 4.3), permitiu a
determinacdo do seu tempo de retencdo como 4,7 minutos. Deste modo, inferiu-se

gue o tempo de retencéo de 5,5 minutos corresponde ao derivado Ill.



Figura 20 - Cromatograma de aliquota do branco, em que né&o foi inoculada a cepa de Beauveria

bassiana ATCC 7159, retirada do meio reacional logo apés a adicdo do substrato.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatografo Varian®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP
18 MERCK® (250 x 4,6 mm x 0,5[1m) e fase mével metanol:tampao fosfato de potassio monobasico
0,02 M, na proporc¢éo 65:35 com fluxo 0,6 mL/min.

Figura 21 - Cromatograma de aliquota do meio reacional, retirada 48 horas ap6s a adi¢édo do
substrato.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatégrafo Varian®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP
18 MERCK® (250 x 4,6 mm x 0,5[1m) e fase mével metanol:tampao fosfato de potassio monobasico
0,02 M, na proporc¢éo 65:35 com fluxo 0,6 mL/min.

Ajustada a metodologia de andlise por CLAE, foram realizadas as inje¢fes
das amostras coletadas do meio reacional a cada 24 horas, até o tempo de 96
horas. Para construcdo da cinética de formacdo dos derivados e consumo do

substrato, a area sob a curva de cada derivado e do substrato foi obtida em cada



tempo e os valores foram transferidos para uma planilha no software Excel® (Pacote
Office, Microsoft®), configurada para plotar a quantidade dos produtos, em
miligramas, em funcéo do tempo, em horas.

A formacéo do derivado Il pode ser observada a partir da aliquota coletada
apos 24 horas da adicdo do substrato (Figura 22). A concentracdo do derivado Il
aumenta até o tempo de 72 horas e sofre uma leve queda na aliquota coletada apo6s
96 horas da adicdo do substrato. Esta queda pode ser creditada a degradacao do
derivado no meio reacional. O derivado Il também pode ter sido internalizado pelas
células fungicas ou ficado adsorvido a superficie dessas, dificultando a deteccéo,
uma vez que a analise foi realizada com o sobrenadante de incubacéo.

E pertinente observar que a deteccéio de naringenina na aliquota de 24 horas
€ superior a deteccdo obtida na coleta de zero hora, o que pode ser devido a erro
analitico ou a solubilizagdo inadequada de naringenina no meio reacional antes da
coleta da primeira aliquota.

Figura 22 — Cinética de formacao do derivado Il e consumo da naringenina por Beauveria bassiana
ATCC 7159 nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas
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Fonte: Autor. Analise realizada em cromatégrafo Varian®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP

18 MERCK® (250 x 4,6 mm x 0,5um) e fase mével metanol:tampao fosfato de potassio monobasico
0,02 M, na proporcgéo 65:35 com fluxo 0,6 mL/min.

A Figura 23 representa a cinética de formacgéo do derivado Ill e 0 consumo da
naringenina, ambos obtidos nos mesmos cromatogramas utilizados para construcao
da cinética de formacéo do derivado Il. A formacdo do derivado Il é observada a

partir de 24 horas apés a adicdo do substrato e aumenta até o tempo de 72 horas.



Para ambos os derivados, a observagdo da cinética de formacdo permite
determinar que o melhor tempo para interromper a incubacdo em experimentos

posteriores é de 72 horas apés a adicdo do substrato.

Figura 23 - Cinética de formacé&o do derivado Il e 0 consumo da naringenina por Beauveria bassiana
ATCC 7159 nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas.
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Fonte: Autor. Analise realizada em cromatégrafo Varian®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP
18 MERCK® (250 x 4,6 mm x 0,500m) e fase mével metanol:tampao fosfato de potassio monobasico
0,02 M, na proporgéo 65:35 com fluxo 0,6 mL/min.

4.5 CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DO DERIVADO OBTIDO

O derivado obtido, LaBioCon 185, foi caracterizado por IV, EM, RMN *H,
C, HMBC e HSQC.
Na analise do espectro no infravermelho, as bandas caracteristicas da

naringenina (Anexo A) sdo: 3410 cm ™

, referente ao estiramento da ligacdo O-H;
1658 cm™, referente ao estiramento da ligacdo C=0; 1618 cm™, referente ao
estiramento das ligacdes C-C e 1520 cm™, referente & vibracdo do tipo bending entre
os atomos C-H (UNSALAN et al., 2009). No espectro de infravermelho do derivado,
a diferenca mais marcante (Figura 24) é o aumento da intensidade da banda larga

1

na faixa de 3200 cm , que corresponde ao estiramento da ligagdo O-H. Uma banda

1 e outra em 1090 cm ! também

de intensidade alta em aproximadamente 1590 cm -
podem ser observadas. O espectro do derivado ampliado pode ser observado no
Anexo B.

O espectro de massas obtido para o derivado LaBioCon 185 apresentou ion
molecular com razdo massa carga (m/z) 435 [M+H]" e ion base com m/z 273. A

massa perdida, de 162 u.m.a, corresponde a de uma hexose e sugere uma



glicosilagdo do composto. Pela analise dos fragmentos observados no espectro de

massas, henhuma evidéncia sobre o eventual sitio de glicosilacdo pdde ser obtida.

Figura 24- Espectro de infravermelho do derivado LaBioCon 185, obtido em pastilhas de KBr por

espectrometro modelo Spectrum 400 FT-IR (Perkin-Elmer®) com varredura de 400 a 4000 cm 1.
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Fonte: Autor.

Os espectros de RMN foram registrados em CD3;0OD, com TMS como padrao
interno em espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11.75 T (500,13 MHz para o 'H e
75,46 MHz para o **C). O espectro de RMN do substrato foi registrado para fins de
comparagcdo como 0 espectro do derivado e os dados obtidos foram confrontados
agueles encontrados na literatura (SHIMODA et al., 2010). As atribuicdes dos
deslocamentos quimicos obtidos do espectro de RMN *'H e '3C da naringenina
podem ser observadas na Tabela 3.

No espectro de RMN *H do derivado LaBioCon 185 (Anexos C, D, E e F),
além dos sinais obtidos no espectro da naringenina, foram encontrados sinais
adicionais na regido de 3,0 a 3,5 p.p.m., que sugerem a presenca de um carboidrato.
O sinal correspondente ao préton anomérico aparece como um dubleto em 4,94
p.p.m. com acoplamento de J= 7,8 Hz, que é caracteristico de ligacéo do tipo B. Este
resultado vai ao encontro daquele obtido na anélise de E.M, que havia sugerido uma

glicosilacdo. Todos os sinais dos anéis A e B apresentaram duplicidade no espectro



do derivado. A presenca de sinais com esta caracteristica se deve a formacgéo de um

par de enantioméros. Como o substrato utilizado ndo era enantiomericamente puro,

a glicosilacdo da naringenina levou a formacdo de um par de enantioméros, cuja

proporcdo na amostra foi determinada pela proporcdo entre os sinais na RMN *H.

Este resultado pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 3- Sinais evidenciados no espectro de RMN 'He ®C da naringenina (500 Mhz, CD;OD, com

TMS como padréo interno).

Naringenina

N° atomo  S'H (mult, JHz) J=C
2 5.34 (dd, 12.9, 79.0
3.0)
3a 3.11 (dd, 17.1, 42.6
12.9)
3b 270 (dd, 17.1, 42.6
3.0)
4 - 196.4
5 - 163.7
6 5.90 (d, 2.2) 96.4
7 - 166.9
8 5.88 (d, 2.2) 95.5
9 - 163.3
10 - 102.3
1’ - 129.4
2', 6 7.31(d, 8.7) 128.7
4 - 158,1
3,5 6.82 (d, 8.7) 115.7

Legenda: RMN "H e "°C baseados em 'H-"C HMBC. Dados obtidos em CD;OD em 500 MHz e 125

MHz.
Fonte: Autor.

A observagdo dos sinais duplicados e de perturbagcdes nos ambientes

guimicos dos atomos do anel A e B levaram a hipotese de que o sitio de glicosilacéo

encontrava-se em um destes anéis.

No experimento HMBC, a correlacéo do tipo 3J entre o préton anomérico (& H

4,97) e o C-7 (0 165,3) foi observada e permitiu a atribuicdo do sitio de glicosilagdo

como 7-OH (Figura 25). O espectro HMBC pode ser visualizado no Anexo G.






Figura 25 - Glicosilacdo de naringenina por Beauveria bassiana ATCC 7159 apés 96 horas de
incubacéo em meio liquido PDSM, 27°C e 200 r.p.m.
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Fonte: Autor.

O composto encontrado neste estudo também foi obtido por Yamamoto e
colaboradores (2004). A bioconversdo de naringenina por uma cultura de células de
Sophora flavescens produziu, entre outros derivados, 0 composto naringenina 4,7-di-
O-B-D-glicosideo. A hidrélise deste composto e a posterior separacao cromatografica
dos produtos resultantes permitiu o isolamento e identificacdo de naringenina 4-O-f3-
D-glucopiranosideo e naringenina 7-O--D-glucopiranosideo, com rendimento menor
que 2%.

A (glicosilacdo de naringenina na posicdo 7 também foi realizada pela
expressdo de uma glicosiltransferase de Bacillus cereus (BcGT-1) expressa em
células de E. coli. Foram obtidos dois produtos identificados como produtos
glicosilados pela andlise do espectro de massas, que mostrou um aumento de 162
Da em relacdo a massa da naringenina. Um dos produtos foi presumido como
naringenina-7-O-glicosideo pela comparacdo de seu padrdao de absorcdo de
ultravioleta ao padrdo de absor¢cdo da uma substancia quimica de referéncia. A
elucidagdo da posicdo de glicosilagdo do outro produto glicosilado ndo foi possivel
(KO et al., 2006).



4.6 AVALIAGAO DA ATIVIDADE VASODILATADORA IN VITRO

A naringenina, ou seu derivado 7-B-O-glicosilado (LaBioCon 185),
adicionados cumulativamente (0,5 a 500 yM) a solucdo de Krebs contendo anéis de
aorta com endotélio funcional e pré-contraidas com 0,1 mM de fenilefrina,
produziram vasodilatacdo concentracao-dependente. Verificou-se que tanto o
derivado LaBioCon 185, quanto a naringenina apresentaram atividade
vasodilatadora, mas o derivado foi menos efetivo (Figura 26). A resposta maxima
provocada por naringenina foi de 84,1 + 2,2% (n=5) e a resposta maxima produzida
pelo LaBioCon 185 foi 48,0 = 3,3%, (n=5). Ou seja, a resposta produzida pela
naringenina foi aproximadamente 36% maior (P<0,001) que aquela provocada pelo
derivado. O efeito maximo produzido pelo veiculo, dimetilsulfoxido (DMSO) foi de 8,2
* 3,1% (n=5). A naringenina e seu derivado apresentaram a mesma poténcia medida
como pD2 (-log ECsp: 4,26 £ 0,08 e 4,05 + 0,14, respectivamente, P>0,05).

Figura 26 - Efeito vasodilatador de naringenina e LaBioCon 185 em aortas de rato pré-contraidas com
fenilefrina.
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Fonte: Autor. Cada ponto representa a média + o Erro Padrdo Médio (EPM) para 5 replicatas.

Muitos tipos de canais de K" ja foram identificados na membrana do musculo
liso vascular. A abertura dos canais de K" hiperpolariza a membrana, o que reduz a
excitabilidade celular e inativa os canais de Ca®** voltagem-dependentes,
promovendo relaxamento muscular (QUAST, 1993).

Para investigar o possivel envolvimento dos canais de K* na vasodilatacio

promovida por naringenina, os anéis de aorta foram pré-tratados com tetraetilaménio



(TEA), um bloqueador ndo-seletivo de canais de K*. A adicdo do TEA reduziu de
48,0 + 3,3% para 26,3 £3,2% (P<0,001) o efeito vasodilatador promovido pelo
derivado LaBioCon 185. Para a naringenina, ndo foram observadas diferencas no
efeito maximo e poténcia na presenca de TEA (Figura 27). Desse modo, o canais de
K* parecem ser um alvo molecular da atividade vasodilatadora do derivado
LaBioCon 185, mas ndo parecem estar envolvidos na vasodilatacdo provocada pela
naringenina.

O resultado encontrado no ensaio esta de acordo com aquele encontrado por
Orallo e colaboradores (2005) em que o0s ensaios demonstraram um efeito
vasodilatador mediado pela naringenina em células de musculo liso que néo foi
modificado pela presenca de TEA.

Figura 27 - Efeito vasodilatador do derivado LaBioCon 185 (A) e da naringenina (B) em aortas de rato
pré-contraidas com fenilefrina.

A 0q

254

® controle

0h \/acndilatacin
~ o
T <

O TEA

100 T T T
-7 -6 -5 -4 -3

Log [LaBioCon185 ]

(o8]

0_
254
504

B controle

U TEA

100 . .
-7 -6 -5 -4 -3

Log [naringenina]

04 \/acndilatacin

~
[63]
1

Fonte: Autor. Cada ponto representa a média + EPM para 5 replicatas.

No entanto, varios outros mecanismos podem estar envolvidos ha
vasodilatacdo produzida por naringenina e mais testes seriam necessarios para

elucidar o mecanismo de acéo correto do derivado.



4.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO

Utilizando o método de exclusdo do azul de tripano, investigamos o efeito da
naringenina e do derivado LaBioCon 185, em diferentes concentra¢gdes (0, 0015- 2.0
mM) sobre a integridade da membrana de células Jurkat (ATCC TIB-152), derivadas
de leucemia linfoide humana aguda, em cultura por 24 horas. Neste ensaio, 0S
resultados demonstraram efeito antiproliferativo concentracdo-dependente. Os
valores da concentracéo inibitoria 50% (Clsg), obtidos nas curvas de concentragéo-
resposta, foram de 0,03712 mM para a naringenina e de 0.2156 mM para o derivado
LaBioCon 185 (Figura 28). A Clso obtida para o derivado LaBioCon 185 foi 6 vezes

maior que aquela obtida para a naringenina (Figura 29).

Figura 28 — Efeito antiproliferativo da naringenina e de seu derivado LaBioCon 185 apos 24 horas de
tratamento (0.0015-2.0 mM) em células Jurkat pelo método de excluséo do azul de tripano. O ICs, foi
de 0.03712 e 0.2156 para naringenin e para o derivado, respectivamente.
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Figura 29 — Comparacdo entre os valores de Clsy da naringenina (0.03712mM) e de seu derivado
LaBioCon 185 (0.2156 mM), mostrando um aumento de 6 vezes para o Cls, do derivado.
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5 Conclusbes

Todas as cepas de Beauveria bassiana spp. Testadas apresentam potencial
bioconversor para naringenina e podem ser alvo de estudos posteriores;

O fungo filamentoso Beauveria bassiana ATCC 7159 foi capaz de
bioconverter a naringenina, produzindo dois derivados;

Foi possivel identificar apenas um dos derivados obtidos pela bioconverséo
semipreparativa com Beauveria bassiana ATCC 7159 (LaBioCon 185), ja que 0
outro derivado nédo pode ser purificado pela metodologia empregada;

O fungo filamentosos Beauveria bassiana ATCC 7159 é capaz de glicosilar a
naringenina no carbono 7 com bom rendimento (38%), de modo que a
metodologia apresentada é util na producéo de naringenina-7-O-glicosideo;

O derivado LaBioCon 185 apresenta atividade vasodilatadora, embora esta
seja menor que aquela apresentada pela naringenina;

O derivado LaBioCon 185 exerce seu efeito vasodilatador por um
mecanismo diferente daquele apresentado pela naringenina.

O derivado LaBioCon 185 apresenta potencial antiproliferativo.



6. Perspectivas

Purificar e identificar os derivados I, lll e IV,

Realizar o ensaio semipreparativo com as demais cepas de Beauveria
bassiana que produziram o derivado Il (LaBioCon 185) para verificar o
rendimento da reacao;

Elucidar o mecanismo de reacdo da glicosilacao pela adicédo de inibidores e
indutores da glicosidase e da glicosiltransferase;

Estudar a influéncia das condicdes de reacdo como pH, temperatura e
agitacdo sobre o rendimento do produto;

Prosseguir os estudos sobre a atividade vasodilatadora apresentada pelo
derivado LaBioCon 185;

Prosseguir os estudos sobre a atividade antiproliferativa apresentada pelo
derivado LaBioCon 185;
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ANEXO A — Espectro da naringenina obtido em Spectrometro Nicolet

170SX ou JASCO FT/IR-410.
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ANEXO B - Espectro de infravermelho do derivado LaBioCon 185, obtido em
pastilhas de KBr por espectrometro modelo Spectrum 400 FT-IR (Perkin-EImer®)
com varredura de 400 a 4000 cm 1.
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ANEXO C - Espectro de RMN *H do derivado LaBioCon 185, obtido em

metanol deuterado sem TMS. Espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T

(500,13 MHz).
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ANEXO D - Espectro integrado de RMN 'H do derivado LaBioCon 185,
obtido em metanol deuterado sem TMS. Espectrometro Bruker Avance 1ll 500 de
11.75 T (500,13 MHz).
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ANEXO E - Espectro ampliado (7.5 a 4.8 p.p.m.) de RMN *H do derivado
LaBioCon 185, obtido em metanol deuterado sem TMS. Espectrometro Bruker
Avance Ill 500 de 11.75 T (500,13 MHz).

:J h:ﬂ_
= =
A
|§ f*-:ﬂ'
L0
Lo
= =
=
rE
L =
1 ::',{-' o
s L =
- - 8
=
- @
=
oo
|
1=
| @:ﬂ'
_= T |}
=3 =
] T~
S L
L -
=
= L
§ L
=2 — |F
s [
L —= = |
T L
T T T I T T I T I T T [T T T I T I T T T T T T T T I T[T T T TIT T TITT T
= ] o M~ w pul, = ™ ™ - =
— = = = = = = = = =
Asuail) paz||EwLL O

Fonte: Autor



ANEXO F - Espectro ampliado (7.5 a 4.8 p.p.m.) de RMN *H do derivado
LaBioCon 185, obtido em metanol deuterado sem TMS. Espectrometro Bruker
Avance Ill 500 de 11.75 T (500,13 MHz).
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ANEXO G - Espectro do HMBC do derivado LaBioCon 185, onde é
possivel verificar a correlacdo entre o préton anomérico (1 H 4.97) e o C-7 ([

165.3).
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