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RESUMO

Biossintese catalisada por Beauveria bassiana ATCC 7159 de um novo flavondide
metilglicosilado potencialmente antioxidante e antifiungico
Japiassu, K. B.?

1 Laboratorio de Bioconverséo (LaBiocon), Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Goiés.

Introducdo: A biossintese de compostos catalisada por micro-organismos € uma estratégia
inovadora na funcionalizacdo de produtos naturais e sintéticos. Esta estratégia é apresentada
como uma ferramenta promissora e grande aliada da quimica verde na produ¢do de novos
compostos bioativos. A morina € um flavondide que possui reconhecidas atividades
antioxidante e antifungica. Objetivo: Assim, o objetivo deste estudo é a producao de derivados
da morina através de biossintese, e a avaliacdo de suas atividades antioxidante, antifingica e
citotbxica em heméacias. Metodologia: Para realizar a triagem e a identificacdo da cepa mais
promissora, 18 fungos filamentosos foram empregados; aliquotas de uma suspensdo de
esporos foram transferidas para Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de diferentes meios
de cultura liquido (Glicose, PDSM e Czapek). Os micro-organismos foram incubados a 200
rpm e 28 °C durante 65 horas. Apds o crescimento, 25 mg/mL de morina foram solubilizados
em etanol e adicionados a cada Erlenmeyer. Ao final do periodo de 96 horas de incubacéao foi
realizada a extracao e posterior purificacdo em coluna cromatografica preenchida com silica e
cromatografia preparativa. Os produtos foram monitorados por Espectrometria de Massas
(EM) e o produto majoritario obtido foi caracterizado por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e de Carbono (RMN!H'3C) e Espectrometria de Massas (EM). Além disso, a
atividade antioxidante, antifingica e a citotoxicidade em hemacias da morina e do produto
majoritario obtido foram avaliadas. Resultados e discussdes: Os resultados mostraram que
dez cepas foram capazes de catalisar a biossintese de até trés derivados da morina. A
Beauveria bassiana ATCC 7159 foi selecionada para conduzir o escalonamento da reagdo em
biorreator de tanque agitado, uma vez que essa cepa foi capaz de biocatalizar o maior nimero
de derivados. Foi possivel a obtencdo de trés derivados inéditos do composto de partida,
conduzindo ao isolamento e purificacdo de um produto majoritario metilglicosilado,
denominado morina 4’-O-B3-D-(4"-O-metil) glucopiranosideo. A atividade antioxidante avaliada
por voltametria ciclica de pulso diferencial apresentou 5 picos de oxidacao para o derivado
metilglicosilado e 2 picos de oxidacdo para a morina. Na avaliacdo da atividade antifungica, o
derivado obtido, quando comparado com a morina, apresentou menor concentracao inibitoria
minima para cepa L18 de Cryptococcus sp. Além disso, o composto obtido apresentou uma
baixa citotoxicidade em hemacias (0.6-1.2%). Estudos in silico avaliaram as potenciais
atividades biologicas para a morina e seus derivados. Conclusdes: O derivado obtido através
de biossintese catalisada por B. bassiana ATCC 7159 é inédito e possui bons perfis
antioxidante, antifingico e baixa citotoxicidade em hemacias.

Palavras-Chave: Biossintese, Fungos Filamentosos, Morina, Atividade Antioxidante e Atividade Antifingica.
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ABSTRACT

Biosynthesis of a novel antioxydant and antifungal methylglycosylated flavonoid
catalyzed by Beauveria bassiana ATCC 7159
Japiassu, K. B.?

1 Laboratério de Bioconverséo (LaBiocon), Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de Goias.

Introduction: Biosynthesis of compounds catalysed by microorganisms is an innovative
strategy in the functionalization of natural and synthetic products. The application of
microorganisms in the production of new bioactive compounds is presented as a promising tool
and a great ally of green chemistry. Studies indicate that the morin has interesting antioxidant
and antifungal activities. Aim: Thus, the objective of this study is the production of morin
derivatives through biosynthesis, and the evaluation of its antioxidant and antifungal activities.
Methodology: To screen and identify the most promising strains, 18 filamentous fungi were
selected and aliquots of a spore suspension were transferred to 250 ml Erlenmeyers containing
100 ml of a liquid culture medium (20 g of glucose, 0.5 g of yeast extract, 0.5 g of soy peptone,
0.5 g of NaCl, 0.5 g of K2 HPO4). The microorganisms were incubated at 200 rpm and 28 °C
for 65 hours. After growth, 25 mg of morin were solubilized in ethanol and added to each
Erlenmeyer. After 96 hours of incubation, extraction and subsequent purification were
performed on a silica-filled chromatographic column and preparative chromatography. The
obtained derivative was characterized by Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen and
Carbon (NMRH3C) and Mass Spectrometry (MS). In addition, antioxidant, antifungal and
cytotoxicity activities were evaluated. Results and discussion: The results showed that ten
strains were able to catalyze the biosynthesis of up to four morin derivatives. Beauveria
bassiana ATCC 7159 was selected to conduct the reaction staggering, where it was possible
to obtain three ineded derivatives of the starting compound, leading to the isolation and
purification of a methylglycosylated major product, termed morin 4’-O-B-D-(4”-O-methyl)
glucopyranoside. The results obtained through the evaluation of antioxidant and antifungal
activities showed a good performance of the evaluated compounds. In addition, the obtained
compost showed a low red blood cell cytotoxicity (0.6-1.2%). In silico studies have evaluated
potential biological activities for morin and its derivatives. Conclusions: The derivative
obtained by biosynthesis catalysed by B. bassiana ATCC 7159 is unprecedented and has good
antioxidant, antifungal and low cytotoxicity profiles in red blood cells.

Keywords: Biosynthesis, Filamentous Fungi, Morin, Antioxidant Activity and Antifungal Activity.

Acknowledgements: CAPES.
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1. INTRODUCAO

1.1. BIOSSINTESE

A biossintese de compostos a partir de micro-organismos catalisadores é uma estratégia
utilizada na funcionalizacdo de produtos naturais e sintéticos. Esta pode ser definida como a
conversao quimica de um substrato através de biocatalisadores de células inteiras, que contém

enzimas necessarias para essa conversdo (LERESCHE; MEYER, 2006).

A utilizagdo do processo de biossintese microbiana € um meio eficiente na modificacdo
estrutural de muitos compostos organicos e produtos naturais, especialmente aqueles com
estruturas complexas (XIN et al., 2015). Esta abordagem possui algumas vantagens sobre a
sintese organica, tais como alta estéreo e régio-seletividade e menor impacto ambiental. Mais
importante ainda, ela pode propiciar algumas rea¢des quimicas que sao geralmente complexas
por sintese organica classica, mas que poderiam ser facilmente conseguidas por essa
metodologia, como por exemplo, a introdugéo de grupo funcional tal como um grupo hidroxila
(QIAO et al., 2012). Também a esse respeito, ttm-se a reacdo de glicosilacdo, que na sintese
guimica € obtida através de inUmeras etapas e através de reacBes microbianas pode ser
realizada em uma Unica etapa e sob condi¢des brandas de reacéo, uma vez que a seletividade

nao € realizada através de produtos quimicos que podem ser toxicos (PANDEY et al, 2016).

Reacbes de biossintese também podem resultar em metabdlitos mais estaveis e com
atividades farmacolégicas melhoradas. Por isso, a aplicacéo de micro-organismos na producao
de novos compostos bioativos apresenta-se como uma ferramenta promissora e € também

grande aliada da quimica verde, por reduzir o uso de substancias nocivas (FURA, 2006).

Fungos filamentosos sdo viaveis devido ao baixo custo de manutencdo das cepas,
condi¢Bes reacionais brandas, facil reproducéo e capacidade de exteriorizacdo dos produtos
formados e a sua variedade enzimatica que propicia uma diversificagdo estrutural dos
compostos a serem biossintetizados (KRULL et al., 2013). Eles se destacam entre 0s micro-
organismos utilizados em reacdes de biossintese, pois possibilitam a obtencdo de novos

produtos régio e estereosseletivos com altos rendimentos (ASHA; VIDYAVATHI, 2009).

Com isso, a biossintese utilizando fungos filamentosos € uma importante ferramenta no
processo de desenvolvimento de potenciais agentes bioativos de valor agregado, sendo

extensivamente explorados para a obtencéo de produtos com diversidade estrutural (CUSAK
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et al.; 2013; KRULL et al., 2013). O uso de fungos filamentosos tais como Beauveria bassiana
ATCC 7159, Cunninghamella echinulata ATCC 9244 e Mortierella isabelina NRRL 1757 como
modelos in vitro para a realizacao de reacdes de hidroxilacdo, oxidacéo, reducao, glicosilacao,
hidrolise, entre outras, tem se mostrado Util para a biossintese de uma grande variedade de
compostos organicos (ALEXANDRE et al., 2004; CIRILO et al., 2005).

A obtencdo de compostos biologicamente ativos por meio da modificacéo estrutural ocorre
pelo aumento da estabilidade do derivado obtido e a afinidade de ligacdo ao receptor.
Geralmente, a rea¢éo de funcionalizacdo ocorre no grupo auxoférico, grupo ndo farmacoforico,
que pode conduzir a uma otimizacdo da ligagdo da molécula ao receptor e, provavelmente,

manter ou aumentar a poténcia do composto de origem (CAO et al., 2015).

Estudos sugerem gue flavonéides O-metilados tém mostrado um maior potencial anticancer
guando comparado com suas formas hidroxiladas, uma vez que eles possuem metabdlitos
mais estaveis e aumentam o transporte de membrana no intestino e figado, possuindo assim
uma maior biodisponibilidade. A exemplo de produtos modificados através de reacdes de
biossintese por fungos filamentosos, tem-se a metilacdo da quercetina por Streptomyces

griseus (Figura 1).

Figura 1: Metilacdo da quercetina catalisada por S. griseus.

Figura 1: Metilacdo da quercetina catalisada por S. griseus. Fonte: Adaptada de Cao (2015).

Assim, a utilizacdo dos sistemas microbianos para produzir novos derivados
potencialmente ativos tem impulsionado a investigacdo por tecnologias viadveis para a

diversificacao estrutural realizada por esses micro-organismos (CUSACK, 2013).

Dado o exposto, os fungos filamentosos apresentam um conjunto de enzimas relativamente
inexplorado, com potencial para muitas aplicacdes diferentes. Onde o principal obstaculo na
utilizacdo de enzimas fungicas nas aplicagbes de biossintese € a identificacdo dos genes

responsaveis pela producdo das muitas moléculas interessantes que sdo relatadas a partir de
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fungos. Embora os custos decrescentes da sequenciacdo de DNA tenham tornado
conhecimento sobre o genoma de alguns fungos mais amplo, o desenvolvimento de
ferramentas necessérias para pesquisar genes nao explorados ainda se apresenta como um
obstaculo, sendo necessarios métodos que sejam ampla e convenientemente aplicados a
muitos organismos ndo estudados (LI; VEDERAS, 2009).

1.2. Beauveria bassiana

Beauveria sp pertencem a familia Moniliaceae cuja a espécie mais comum é a Beauveria
bassiana. Essa espécie de fungo filamentoso é considerada entomopatogénica e foi descrita
pela primeira vez cerca de 180 anos atras. Ela foi descoberta por Agostinio Bassi em 1835
como a causa da doenca muscardina do bicho da seda (BUCHANAN; WILLIAMS; REESE,
2000), e posteriores investigacdes mostraram o seu potencial uso como agentes bioinseticidas,
no controle de insetos causadores de doencas (PURWAR; SACHAN, 2006).

A B. bassiana ATCC 7159 esta entre os biocatalisadores de células inteiras mais
frequentemente conhecidos e utilizados em aplicag6es quimicas e industriais, sendo superada
apenas pelo fungo Aspergillus niger. Ela possui a capacidade de catalisar reagcdes complexas,
além de produzir uma grande variedade de metabolitos secundarios biologicamente ativos
(XIN et al., 2015).

Dentre as diversas reacfes que podem ser biocatalisadas por essa espécie estdo reacdes
de metilacdo, reducdo, hidroxilacdo, sulfatacdo e glicosilacdo. A vasta gama de reacdes
produzidas por essa espécie a transformam numa poderosa ferramenta catalisadora
(GROGAN; HOLLAND, 2000).

Tal linhagem produziu derivados sulfatados, metilados e glicosilados da quercetina (Figura
2), um composto que pertence ao grupo dos flavonoides e possui propriedades farmacologicas
interessantes tais como antioxidante, anti-inflamatdria, antiviral e anti-histaminica (COSTA et
al., 2008).
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Figura 2: Biotransformacao da quercetina por B. bassiana.

OCHs

Legenda: (1) Quercetina; (2) 3’0O-metilquercetina; (3) quercetina-3-0O-sulfato; (4) 3’O-metillquercetina-7-
glucuronide. Fonte: Adaptado de COSTA et al., 2008.

A glicosilagao da narigenina e quercetina por B. bassiana ATCC 7159 foi demonstrada por
Penso e colaboradores em 2014 (Figura 3). A avaliacdo da citotoxicidade em células
leucémicas HL-60 mostrou que os metabolitos da quercetina e da rutina tiveram um efeito
inibitério dependente da concentracao, semelhante ao que ocorre com 0S seus respectivos
compostos de partida. Assim, a transformacéo ocorrida ndo modificou significativamente o
mecanismo de citotoxicidade das moléculas obtidas frente as células leucémicas, no entanto,

a solubilidade foi aumentada em ambas as moléculas derivadas.

Figura 2: Glicosilacdo da narigenina e quercetina por B. bassiana.
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Legenda: (1) Narigenina; (2) Quercetina; (3) naringenina-7-3-O-glicopiranosideo; (4) quercetina-7-8-O-
glicopiranosideo. Fonte: Adaptado de PENSO, 2014.
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Estudos mostram que a glicosilacdo de flavondis por fungos filamentosos geralmente
ocorre na hidroxila orto do anel A (C-7) e na posicdo C-4'do anel B. Estes microrganismos
também hidroxilam flavondis na posi¢éo C-8 e flavanonas nas posi¢des C-5, C-6 e C-4'. Ainda
no que tange a esse assunto, foram observadas a ocorréncia de reacdes de O-metilagdo em
flavondis nas posicbes C-7, C-3’ e C-4” e em flavonas na posi¢cdo C-6, comprovando assim, a

regiosseletividade que esses organismos possuem em suas reacdes (PANDEY et al, 2016).

Carneiro e colaboradores (2010) também utilizaram a cepa de B. bassiana ATCC 7159
para promover a sulfoxidacdo do 3,4-metilenodioxibenzoil-2-tienilhidrazona (LASSBi0-294),
um prototipo de farmaco cardioativo (Figura 4).

Figura 3: Sulfoxidagédo do LASSBIi0-294 catalisada por B. bassiana.
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Fonte: Adaptado de Carneiro et al., 2010.

Tal cepa tem sido utilizada como modelo para transformacéo de diferentes substratos.
Evidéncias bioguimicas mostraram que as reacdes séo frequentemente mediadas por enzimas
do metabolismo do citocromo P450 sendo principalmente reagcdes de fase Il. O processo de
biocatalisacdo por B. bassiana ATCC 7159 possui um potencial consideravel e, com uma
selecdo cuidadosa do padréo de substituicdo do substrato e dos derivados do grupo funcional,
podem fazer contribui¢cdes significativas (GROGAN; HOLLAND, 2000).

1.3. FLAVONOIDES

Flavondides sdo compostos polifendlicos presentes em relativa abundancia entre os
metabdlitos secundarios das plantas. Sdo encontrados em frutas, vegetais, gréos, sementes,
nozes, flores e chas. Estes séo parte integrante da nossa dieta diaria e constituem um grupo
de produtos naturais utilizados em alguns paises como medicamentos e/ou como alimentos
funcionais (COSTA, 2008).
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Mais de 8.000 compostos de estrutura flavonoéide foram identificados, sendo este grande
namero originado das diferencas em seu arranjo de grupos laterais hidroxila, metoxila e
glicosidico e na conjuncédo entre anéis A e B. Uma variagdo no anel C fornece divisdo de
subclasses que, de acordo com a sua estrutura molecular, sdo divididas em oito, sendo elas:
Chalcona (1), Flavanona (2), Diidroflavonol (3), Flavona (4), Flavonol (5), Isoflavona (6),
Flavan-3-ol (7) e Antocianina (8) (Figura 5) (BEHLING et al., 2004).

Figura 4: Esqueleto basico da classificacdo dos flavondides.
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Fonte: Autor.

Os flavonoides foram descobertos na década de 1930 por Albert Szent-Gyorgyi, Prémio
Nobel, como compostos com atividade antioxidante pronunciada, que sao importantes para a
prevencdo de doencas associadas a danos oxidativos de membranas, proteinas e DNA.
Assim, sugere-se que esses compostos sejam utilizados como nutracéuticos preventivos,

sendo considerados de interesse cientifico e terapéutico (PENSO et al., 2014).

Estudos mostram que os flavondides podem interferir no metabolismo celular das
plantas e atuam juntamente com hormonios regulando o seu crescimento (JIANG et al., 1999).
A estes compostos tem sido atribuida uma vasta gama de efeitos benéficos na saude humana
e na prevencao de doencas cronicas e degenerativas como, por exemplo, Parkinson e
Alzheimer (O’'BRIEN, 2002).

Além disso, tém-se atribuido a eles propriedades anti-inflamatéria, antitrombatica,
antimicrobiana, antiviral, antialérgica, antitumoral, hepatoprotetora e antiasmatica (TRUEBA,;
SANCHEZ, 2001; TUEBA 2003). Simultaneamente, eles possuem a capacidade de modular
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varias enzimas especificas, receptores celulares e estimular alguns horménios e
neurotransmissores, como foi demonstrado em muitos estudos in vitro e in vivo (HOU et al.,
2003; ORHAN; KHAN, 2014).

Contudo, as propriedades biologicas de maior interesse s8o 0s seus efeitos
antioxidantes. Doses farmacologicas de antioxidantes tais como vitaminas (C e E) séo
comumente recomendadas nas dietas em todo 0 mundo e muitas vezes estas nao produzem
os efeitos desejados ou tornam-se prejudiciais devido a quantidade de ingestdo. Assim,
produtos de origem natural tém atraido grande interesse da industria farmacéutica,
principalmente devido as suas varias propriedades biologicas benéficas (AGOSTINI et al.,
2004).

A atividade antioxidante dos flavonoides advém dos grupos hidroxila ligados a sua
estrutura fendlica e resulta em uma excelente capacidade de quelar ferro, além de
propriedades sequestrantes de radicais livres assim como inibicdo das oxidases (lipoxigenase,
ciclooxigenase, xantina oxidase, etc.). Outros mecanismos podem incluir a inibicdo das
enzimas envolvidas indiretamente nos processos oxidativos (fosfolipases) e estimulacéo de
outras com reconhecidas propriedades antioxidantes tais como catalase e superéxido
dismutase. Assim, flavondides ndo podem apenas interferir nas reacdes de propagacédo de

radicais livres, mas também na formac&o desses radicais em si (TRUEBA; SANCHEZ, 2001).

As monoxigenases de citocromo P450 (CYPs) sdo oxidases de funcao mista contendo
heme, desempenhando um papel chave no metabolismo de substratos endogenos
hidrofébicos (esterdis, prostaglandinas, acidos graxos) e compostos xenobidticos (por
exemplo, drogas, carcinégenos, componentes alimentares, poluentes). Embora os CYPs
geralmente convertam os xenobibticos em produtos menos toxicos, as reacdes envolvem
frequentemente a formacao de intermediarios reativos ou permitem a fuga de radicais livres
capazes de causar toxicidade. Essas proteinas estdo envolvidas nas interagbes com
flavonoides de pelo menos trés formas: (i) flavonoides induzem a biossintese de varios CYPs;
(i) as atividades enzimaticas dos CYPs sao moduladas (inibidas ou estimuladas) por estes
compostos e (iii) os flavonoides sdo metabolizados por varios CYPs (HODEK; TRFILL;
STIBOROVA, 2002).
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Contudo, a baixa solubilidade das agliconas de flavondides em agua, o tempo de
permanéncia dos flavondides no intestino e o seu baixo coeficiente de absor¢cao podem reduzir

significativamente sua atuacao no organismo (KUMAR et al., 2011).

1.4. GLICOSILACAO MICROBIANA EM FLAVONOIDES

Embora os flavonoides sejam benéficos para a saude humana, a sua aplicacdo €
limitada pela sua baixa biodisponibilidade e baixa solubilidade em agua. Por conseguinte,
recentemente tem havido um interesse particular nas formas glicosiladas de flavonoides, que
normalmente sdo mais sollUveis, mais estaveis e funcionais em comparacdo com as suas
agliconas (PLAZA et al., 2014).

Determinantes muito importantes que afetam uma melhor solubilidade em agua dos
flavonoides sdo a presenca de grupos hidroxila bem como porcdes de acucar. E bem
conhecido o fato de que, nas mesmas condi¢cdes (temperatura e valor de pH abaixo de 7), os
glicosideos de flavondides sdo melhor solliveis em agua do que suas agliconas. A solubilidade
da naringenina a 20 °C é de 4,38 mg/L, enquanto que para a sua forma glicosilada é de 500
mg/L (aproximadamente 114 vezes maior). A mesma tendéncia é observada no caso de rutina
e quercetina, onde a solubilidade da rutina (quercetina 3-O-rutinosideo) em agua € de 125

mg/L, enquanto que para sua forma aglicona é de 0,512 mg/L (CAO et al, 2015).

Outro estudo mostrou que o0s glicosideos da quercetina apresentam maior
biodisponibilidade que em sua forma aglicona. Verificou-se também que o tipo de unidade de
acucar anexado tem um grande impacto na absorcao da quercetina in vivo. Os glicosideos de
quercetina foram absorvidos 10 vezes mais rapido que os rutinosideos em humanos. Além
disso, a absorcdo do 3-O-glicosideo da quercetina foi 184% maior em comparacdo com a
guercetina em ratos (HODEK et al.,2002).

As principais estratégias utilizadas para alcancar a glicosilacdo de flavonoides sao
engenharia metabdlica, reacdes enziméticas, processos fisicos, sintese quimica e
biotransformacg&o microbiana (Figura 6). Dentre elas destaca-se a Ultima, uma vez que essa
permite a formacdo de compostos com alta estéreo-regiosseletividade e sob condi¢cbes
brandas de reacao. Outrossim, uma das principais vantagens da glicosilacéo utilizando células

inteiras é a possibilidade de eliminar a necessidade de isolar, purificar e estabilizar enzimas.
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Em particular, a aplicagéo de cepas de fungos (B. bassiana AM 278, Absidia glauca AM 177 e
Absidia coerulea AM 93) para a modificagdo de flavondides (daidzeina, genisteina,
xantohumol) levaram a formacdo de varios novos compostos Uteis por meio de reacdes de
glicosilagéo (XIAO et al., 2014).

Figura 6: Estratégias para glicosilacédo de flavonoides.
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Fonte: Adaptado de Xiao et al; 2014. Sintese Quimica

A transformacdo de flavonéides agliconas em glicosideos desempenha um papel crucial
na biossintese desses compostos; elas dependem de processos semelhantes aos do
metabolismo de mamiferos in vivo, como oxidacdo e reducdo (ambos envolvidos no
metabolismo da fase I) e conjugacédo (usado no metabolismo da fase Il). A transformacéo
microbiana de flavondides naturais pode ser uma forma atrativa de conceber os seus derivados
glicosilados em quantidades suficientes. Dessa forma podem ser aplicados na investigacéo
sobre o efeito do grupo glicosideo nas propriedades do composto e para posterior aplicacdo
destes compostos como ingredientes de suplementos dietéticos e produtos farmacéuticos. A
maioria dos flavondides com aplicagbes clinicas sdo os glicosideos, como rutina, que €
administrada em capsulas e puerarina (8-C-glicosideo da daidzeina) administrado por injecao
(SORDON et al., 2016).
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As (glicosiltransferases (GTs) tém atraido atencdo devido ao seu potencial para
diversificar produtos naturais, conjugando diversos tipos de acUcar e alterando as propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas tais como absor¢éo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de
moléculas. Por exemplo, quando o aclUcar de micosamina foi substituido por perosamina na
anfotericina B, as atividades antifungicas foram melhoradas no novo derivado que possuiu
concentracdo minima de atividade inibitéria (CIM) de 1.9 pg/mL em comparagdo com 2,1
pug/mL de anfotericina B (PANDEY; SOHNG, 2016).

Tais enzimas catalisam a formacao de ligacdes glicosidicas através da transferéncia de
um sacarideo (geralmente monossacarideo) de um substrato de doador para uma molécula
receptora de glicosil nucleofilico, como proteinas, lipidios, esterdides, flavonodides ou outras
moléculas pequenas. Essas enzimas possuem um vasto repertério de substratos doadores e
aceptores, o que reflete na diversidade estrutural dos glicosideos produzidos (SEEBERGER
et al., 2009).

As reacdes catalisadas por GTs sao estereosseletivas e regiosseletivas. A transferéncia
de um grupo glicosil pode prosseguir com retencao ou inversdo de configuracdo no atomo de
carbono anomérico do substrato (doador) envolvido na nova ligacao glicosidica. As GTs foram
classificadas por homologia de sequéncia de aminoacidos, especificidade de substrato e
estereoquimica de ligacéo de glicosideos em 96 familias. Uma delas é GT1 que compreende
UDP-glucosiltransferases (UGTs) e que foram encontrados em plantas, animais, fungos e
bactérias. Essas enzimas usam a unidade de acucar ativada por UDP como dador de
sacarideos e moléculas tais como flavondides, alcalbides, antibidticos e horménios das plantas
como os aceptores. O UDP-glicose e o0 acido UDP-glucurénico sdo os doadores mais comuns
utilizados pelo GT1 e com menor frequéncia estdo UDP-ramnose, UDP-xilose e UDP-
galactose (KREN; THIEM, 2015).

Em contraste com os glicosideos de plantas, as moléculas glicosiladas originadas por
micro-organismos contém acucares modificados com diferentes grupos funcionais como
amino, nitro, ceto, metil e sulfo nas suas estruturas. Essas porcdes de agucares modificados
desempenham um papel crucial na execucdo de fungdes bioldgicas para os metabdlitos
microbianos, como doxorrubicina, vancomicina, anfotericina B e eritromicina (DE BRUYN,
2015).
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Conguanto, a abordagem quimica para a sintese de produtos naturais glicosilados é
demorada, requer protecdo e desprotecdo dos grupos funcionais e utiliza catalisadores na
maioria das vezes téxicos. Uma vez que existe uma grande possibilidade de formacdo de
subprodutos, a purificacdo de moléculas € dificil, o que, em ultima instancia, diminui o
rendimento de producéao da molécula alvo. Assim, a abordagem microbiana da conjugacao de
acucares diversos em agliconas é mais simples, menos onerosa e pode ser ampliada
facilmente ao nivel industrial (PANDEY; SOHNG, 2016; RINI; ESKO; VARKI, 2009).

1.5. METILGLICOSILACAO

Estudos tém trazido reacdes de metilglicosilagdo como alternativa para aumentar a
solubilidade em agua de varios compostos, especialmente em situacdes em que derivados
mais polares sao requeridos (ZHAN, GUNATILAKA, 2006; KITTELMANN et al, 1999).

A metilglicosilacdo € tipicamente preparada pela reacdo de alcool de um
monossacarideo (por exemplo, glicose) ou um polissacarideo (por exemplo, amido) com
metanol, na presenca de uma quantidade catalitica de acido p-tolueno sulfénico ou acido
sulfarico a temperatura e pressao elevadas, em um lento processo. A reacdo de alcoolize
produz uma mistura de produtos que inclui a e [B-metilglicosideos como anbémeros
predominantes. O metanol pode ser evaporado para obter uma solu¢édo escura que pode ser
descolorida com um agente de branqueamento (carvao ativado). Ambos isdbmeros possuem
diferentes temperaturas de cristalizagdo. A a-metilglicose (a-MeG) pura é obtida por
recristalizagcdo a partir da mistura dos andmeros com metanol. A solubilidade de a-MeG em
metanol a diferentes temperaturas € de suma importancia para a otimizacdo do processo de

isolamento de cristalizag&o solida e liquida (YANG et al., 2016).

Portanto, a via quimica de sintese destes compostos envolve extremos de temperatura,
pressdo, uso de catalisadores toxicos e multiplas etapas de protecdo e desprotecdo. Além
disso, a separagdo do produto sintetizado de uma mistura complexa de anémeros continua a
ser outra grande dificuldade. A principal vantagem de usar biocatalisadores € que eles operam
a pH neutro, temperatura ambiente, pressao atmosférica e catalisam reacoes régio-estéreo e
enantioespecificas. Com isso, a luz da busca de desenvolvimentos de “processos verdes”
pelas industrias quimica e farmacéutica, a rota de biossintese é, portanto, altamente desejavel
(HORACIO et al., 2003; RICHEL et al., 2011).
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Diversos autores tém mostrado que cepas de B. bassiana funcionam como um sistema
catalitico de metilglicosilacdo em uma Unica etapa, sendo assim, bastante eficiente (ZHI-QI et
al, 2008, XIAO et al., 2014). Em estudos anteriores, Zhan e Gunatilaka (2006) utilizaram a cepa
de B. bassiana ATCC 7159 na biotransformacé&o da curvularina, o que levou a producédo de
trés novos metabolitos resultantes da glicosilacdo e 4'-O-metilglicosilacdo do substrato,
envolvendo todas as enzimas constitutivas. Esses mesmos autores identificaram que o
principal produto da biotransformacédo de quercetina com B. bassiana ATCC 7159 foi
guercetina-4'-O-metil-7-O-b-D-glucopiranosideo, sugerindo que a reacao de biotransformacao

€ altamente seletiva entre diferentes grupos hidroxilo na mesma molécula.

Dado o exposto, o eficiente processo de metilglicosilacdo catalisado por B. bassiana
indica que tal cepa pode ser utilizada como biocatalisador de reacdes de O-metilglicosilacao

de compostos fendlicos para estudos de bioatividade.

1.6. MORINA

A morina (3,5,7,2'4'-pentahidroxiflavona) (Figura 7) € um flavondéide pertencente a
classe dos flavondis e presente em maior frequéncia em plantas da familia Moraceae. Esse
composto de cor amarelada pode ser encontrado amplamente distribuido em plantas e
alimentos de origem vegetal como cascas de améndoas, folhas de goiaba (Psidium guajava
L.), cebola, macéa e em varias bebidas como ch4, vinho tinto, algas marinhas, café e graos de
cereais. Além disso, representa um dos constituintes de varios medicamentos tradicionais a
base de plantas. Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a morina exibe niveis de
toxicidade muito baixos e sua administracdo cronica é bem tolerada (YOSHIE et al., 2003;
CASELLI et al., 2016).

Com base no estudo in vitro, tem sido relatado suas varias atividades biologicas
benéficas (FANG et al.; 2003). A mesma possui reconhecida atividade antioxidante,
antidiabética, inibidora da proliferacao de células, indutora de apoptose, inibidora da tirosinase,
anti-inflamatéria, anti-hipertensiva, antibacteriana e neuroprotetora, modulando a atividade de
muitas enzimas protetoras cardiotbnica (JUNG et al., 2010; VANITHA et al., 2014; LEE; BAEK;
NAM, 2015; MIYAZAKI et al., 2018). Também foi mostrado em estudo a sua acao
neuroprotetora na doenca de Parkinson (ZHANG et al., 2010).
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A estrutura da morina representa uma forma isomérica de quercetina (Figura 7), ambas
possuem grupamento hidroxila ligados na posi¢ao 3, uma fracdo de resorcinol no anel A e um
grupo carbonilo na posicdo 4; a Unica diferenca entre elas é o padréo de hidroxilagdo no anel

B, que é meta na morina e orto na quercetina.

Figura 6: Férmula estrutural dos compostos morina e quercetina.

Morina Quercetina

Fonte: Autor.

Embora a quercetina seja considerada como um dos flavondides com maior potencial
antioxidante, em alguns processos oxidativos foi demonstrada uma maior eficacia da morina.
Ela é caracterizada principalmente por suas propriedades antioxidantes, atuando na qualidade
de limpadora de oxiradicais (inibe a peroxidacéo lipidica), desativadora de enzimas geradoras
de radicais livres (por exemplo, xantina oxidase) e quelante de alguns ions metalicos (ferro e
cobre) na formacédo de oxiradicais (WU et al.,1995). Além disso, ela pode modular atividades
de algumas enzimas metabdlicas incluindo citocromo P450 (HODEK; TREFIL; STIBOROVA,
2002) e também atua como agente quimiopreventivo contra carcinogénese in vitro e in vivo
(KAWABATA; TANAKA; HONJO, 1999; BROWN; O'PRAY; MARRISON, 2003).

Estudos apontam que a morina € um dos antioxidantes que podem proteger varias
células humanas, tais como os midcitos, células endoteliais e hepatdcitos contra oxiradicais
gerados in situ (RICE-EVANS et al, 1996). Em suas pesquisas, Jovanovic e colaboradores
(1996) demonstraram que em pacientes com cancer a morina pode proteger tecidos
cardiovasculares contra danos por radicais livres gerados, quando doxorubicina ou mitomicina
C sdo usados na quimioterapia (CASELLI et al., 2016).

Yang e colaboradores (2013) relataram que esse flavondide aumentou a

biodisponibilidade de tamoxifeno, nicardipina, metotrexato e talinolol em ratos através da
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inibicdo de P-glicoproteina. Esses achados sugerem que a morina pode ser usada sozinha ou

em combinac¢do com outros fAdrmacos para prevenir muitas patologias humanas.

Tem sido demonstrado que a morina é mais ativa na sua forma hidratada em
comparacao a sua forma ndo hidratada, o que a torna mais toxicologicamente segura aos
animais experimentais, mesmo em altas dosagens e em prolongados periodos de
administracado (HOU; CHAO, 2003). Adicionalmente, estudos in vitro e in vivo demonstraram
gue tal composto exibe niveis de toxicidade muito baixos e a sua administracdo cronica € bem
tolerada. Tudo isso tem gerado um grande interesse para a sua utilizacdo como antioxidante
na industria alimentar ou como agente farmacoldgico, para o tratamento de doengas nas quais
radicais livres estdo envolvidos (WILSON; ORTEGA; QUINTANA, 2011).

No entanto, testes com ratos Wistar confirmaram que a concentracao plasmatica de
morina ndo excede 1%, mesmo apos administracdo oral em doses elevadas (superiores a 200
mg/Kg). A fraca biodisponibilidade desse composto deve-se principalmente a atividade da
proteina associada a resisténcia a multiplos farmacos (MRP1/ABCC1), uma proteina
transportadora amplamente presente na membrana plasmatica das células intestinais e
responsavel pela extrusdo de morina. A inibicdo da MRP1/ABCC1 por farmacos especificos
aumenta significativamente a concentracdo de morina, confirmando assim o papel deste
transportador na regulacdo da sua absorcdo intestinal. Uma vez absorvida, enzimas
especificas convertem morina em seus metabdlitos que, entdo, atingem a corrente sanguinea
(LI et al., 2007).

Miyakoshi e colaboradores (2010) mostraram em seu trabalho o isolamento e a
caracterizacdo do 3-O-B-D-glucopiranosideo de morina (Figura 8), obtido através da reacao
com o fungo filamentoso Cunninghamella echinulata CBS 596.68, onde o rendimento foi de
20,0%. Em outro estudo, Hussain e colaboradores (2014) isolaram da planta Acridocarpus
orientalis o composto morina-3-O-3-D-glucopiranosideo e testaram as atividades antioxidante,
antifangica e antitumoral. Os resultados de peroxidacao anti-lipidico mostraram uma atividade

muito significativa do composto isolado, em compara¢gdo com a morina.
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Figura 7: Férmula estrututal do composto morina-3-O--D-glucopiranosideo.
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Fonte: Autor.

1.7. METABOLISMO DA MORINA

A maioria dos flavonoides sdo metabolizados rapidamente em seus derivados
metilados, glucuronidados ou sulfatados nas partes jejunais e ileais do intestino delgado. Apés
o metabolismo no intestino, eles sdo ainda metabolizados no figado para produzir vérias
formas conjugadas. A conjugacado é essencialmente um processo de desintoxicacdo no qual
0s compostos formados tém seu carater hidrofilico aumentado, para entdo serem eliminados
por via biliar e urinaria. Nado obstante, para alguns autores, a formacdo de glicosideos
catalisada por fungos filamentosos € equivalente a formacao de glucuronideos no organismo
humano (HUSZCZA, 2005).

Os compostos morina e quercetina sao isbmeros com uma estreita semelhanca e
possuem atividade biolégica comparavel. No entanto, saber como a diferenca no padrédo de
hidroxilacdo do anel B desses compostos afeta a farmacocinética é de grande interesse
(ZHAN, et al.; 2006). Segundo Lia e colaboradores (2007), ap6s a administracdo oral desses
compostos em ratos foi possivel observar que os glucuronideos e sulfatos de quercetina
existiram exclusivamente na circulacao, enquanto a morina coexistiu com seus glucuronideos
e sulfatos. Com isso, tem-se que a quercetina exibiu farmacocinética metabdlica linear para as

doses estudadas, diferentemente da morina (HOU et al., 2002).

Todavia, o rapido aparecimento de glucuronideos e sulfatos de morina e quercetina
apos administracdo oral indicaram que ambos 0s compostos sdo absorvidos e transformados
em metabdlitos conjugados, realizados no intestino e/ou no figado. Um aumento significativo
de morina no sangue pode ser detectado apés administracdo de doses orais elevadas (>100

mg/Kg), sugerindo que as atividades das enzimas intestinais de glucuronil-transferase/sulfo-
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transferase séo facilmente saturadas. Além disso, demonstrou-se que as enzimas hepaticas,
como a glucuronil-transferase/sulfo-transferase, ou o citocromo P450 ndo-hepatico participam
do metabolismo de morina (CASELI, 2016).

Os efeitos da morina e seus metabalitos, sulfatos e glucuronideos, na producéo de 6xido
nitrico (NO) e citocinas de macrofagos ativados por lipopolissacarideo (LPS) foram
individualmente investigados e comparados. Esses estudos in vitro demonstraram que 0s
metabdlitos foram mais ativos que o0 composto de partida para inibir as funcdes dos
macréfagos. A administracdo oral de morina durante dois meses também reduziu
significativamente a atividade fagocitdria no sangue e, além disso, verificou-se que tal
composto administrado oralmente poderia diminuir a incidéncia de choque séptico induzido por

LPS, implicando assim na sua promissora atividade anti-inflamatoria (FANG et al., 2003).

Sabe-se geralmente que os flavondides com grupos hidroxilo livres inibem as reactes
dependentes de CYP450, enquanto que os flavondides sem grupos hidroxilo estimulam a
atividade de CYP450. Estudos anteriores relataram que a morina poderia modular as
atividades das enzimas metabdlicas, incluindo o citocromo P-450. Além disso, outro estudo
demonstrou que a morina poderia ser um inibidor P-gp bastante potente; apresentando-se,
portanto, como um inibidor duplo contra CYPs e P-gp (HODEK et al., 2002).

Com base na ampla sobreposicdo nas especificidades do substrato bem como a
localizacdo no intestino delgado, o local priméario de absorcdo de farmacos administrados por
via oral, CYP3A4 e P-gp foram reconhecidos como uma barreira na absorcdo de farmacos.
Com isso, inibidores duais tanto contra CYP3A4 como contra P-gp devem ter um grande
impacto na biodisponibilidade de muitos compostos, onde o metabolismo da CYP3A4 bem
como o efluxo mediado por P-gp é a principal barreira para a disponibilidade sistémica (ZI et
al.,2011).

Em seu trabalho, Choi e colaboradores (2005) demonstraram que a coadministracdo da
morina em doses de 1,5 a 7,5 mg/kg aumentou significativamente a exposicdo oral do
diltiazem. Dado que a baixa biodisponibilidade do diltiazem deve-se principalmente ao
metabolismo pré-sistémico e ao efluxo mediado por P-gp durante a absorcéo intestinal, a
morina pode proporcionar um beneficio terapéutico para melhorar a farmacocinética desse

farmaco na terapia combinada.
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1.8. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A oxidacdo € umareacdo quimica que transfere elétronsou hidrogénio de uma
substancia para um agente oxidante. Tais rea¢cdes podem produzir radicais livres e, por sua
vez, estes radicais podem iniciar reacdes em cadeia que, quando ocorrem em células, podem

danifica-las ou causar a sua morte (MASISI et al., 2016).

Os radicais livres podem ser definidos como sendo moléculas organicas e inorganicas
ou atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados com existéncia independente
(HALLIWELL, 1994). Essa configuracao faz desses compostos moléculas altamente instaveis,

com meia-vida curtissima e muito reativa quimicamente (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A formacéao de radicais livres in vivo ocorre via acéo catalitica de enzimas, durante os
processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular e pela exposi¢ao
a fatores exdégenos. O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resulta na
indugcdo de danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado de estresse oxidativo
(RAJIC; RISTIC, 2015).

Radicais livres sdo responsaveis por causar um grande numero de doencas incluindo
cancer, doencas cardiovasculares, distirbios neurais, doencas neurodegenerativas como
Alzheimer e Parkinson, além de colite ulcerativa, aterosclerose e envelhecimento. Evidéncias
substanciais indicam que a protecéo contra radicais livres pode ser melhorada pela ingestéo
de alimentos que contenham substancias antioxidantes, o que ajuda na prevencéo de diversas
doencas (ALAM; RAFIQUZZAMAN, 2013).

Com isso, moléculas antioxidantes podem ser caracterizadas pela sua capacidade de
retardar ou impedir o dano oxidativo, sendo sua principal funcdo o bloqueio das reacfes de
oxidacao, oferecendo assim protecdo as membranas e outras partes das células (JOVANOVIC,
1996).

Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre os lipideos, os
aminoacidos das proteinas, a dupla ligagdo dos acidos graxos poli-insaturados e as bases do
DNA, evitando a formacéo de lesGes e perda da integridade celular. Compostos antioxidantes

tais como as vitaminas C, E e A, os flavondides e carotenoides, também podem ser obtidos na
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dieta alimentar e s&do extremamente importantes na intercepcdo dos radicais livres
(POMPELLA, 1997).

Experimentos in vitro mostraram que o numero de substituintes hidroxila e suas
posicdes sdo importantes para a alta capacidade antioxidante dos flavondides. Os grupos
hidroxila ligados ao anel B séo importantes para a capacidade de doag&o de hidrogénio, sendo
0 grupo catecol proporcionador de maior estabilidade a estrutura radical e participando do
deslocamento de elétrons (Figura 9A). Além disso, um grupo de pirogalol (grupos hidroxila nas
posicbes 3, 4' e 5 ' no anel B) aumenta a capacidade antioxidante em comparagdo com
flavondides com grupos hidroxilo simples no anel B (Figura 9B) (PLAZA et al., 2014, CAO et
al., 2015).

Somando-se a isso, o0 deslocamento de elétrons do anel B é promovido por uma ligacdo
dupla C-2, C-3 combinado a carbonila no anel C, o que também contribui para a capacidade
antioxidante (Figura 9C). Ja os grupos 3- e 5-OH (nos anéis A e C, respectivamente) (Figura
9D) também promovem alta capacidade antioxidante. A presenca de um 3-OH livre grupo
(Figura 9E) parece importante como modificagéo adicional (por exemplo, 3-glicosilacdo) leva
a reducéo da capacidade antioxidante (CAO et al., 2015).

No que tange ao anel A dos flavondides, as substituicbes de hidroxila em pares
envolvendo a posi¢do 5 ou 7 promovem alta capacidade antioxidante. Isto é verdade tanto
para a 5,7 como para a 7,8-hidroxilacédo (Figura 9F). Uma Unica hidroxila ligada a posi¢ao 7 do
anel A também teve pouco efeito, enquanto que um grupo 5-hidroxila aumentou a capacidade

antioxidante dos compostos (BORS et al., 2002).
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Figura 8: Caracteristicas estruturais basicas que determinam a funcionalidade antioxidante em
polifendis.

Legenda: Areas circundadas séo criticas para uma eficiente funcéo antioxidante. As letras A, B e C indicam as
estruturas do anel da fracao flavondide. Fonte: Adaptado de Plaza et al., (2014).

Portanto, a capacidade antioxidante dos flavondides esta relacionada a uma
combinacdo desses elementos quimicos e estruturais. Geralmente, quanto maior o grau de
grupos hidroxila presentes nos anéis dos compostos flavonéides, mais forte sera a eliminacéo
de radicais livres. Também é evidente que os grupos hidroxila de flavondides séo
frequentemente locais de modificacao adicional, modulando a capacidade antioxidante através
de glicosilacéo, metilacdo e, mais raramente, acilacédo ou sulfatacdo (PLAZA et al., 2014).

O uso de antioxidantes nafarmacologia vem sendo estudado de forma intensiva e
diversos fatores influenciam a demanda por compostos de origem natural (EMBUSCADO,
2015). A morina pode ser til para prevenir efeitos negativos da peroxidacdo lipidica,
contribuindo para a prevencédo de diversas doencas. Ademais, estudos mostraram que esse
composto obteve resultado mais eficaz do que os compostos antioxidantes classicos como

Trolox (um analogo da vitamina E), manitol e ascorbato (CASELLI et al., 2016).

Varios métodos séo utilizados para investigar a atividade antioxidante. Dentre os mais
conhecidos estdo o método de captura do radical orgéanico (2,2-difenil-1-picril-hidrazila -DPPH
e ATS), método de reducao do ferro (FRAP) roxidacéo do B-caroteno (4cido linoleico) (ALAM;
RAFIQUZZAMAN, 2013).
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Técnicas eletroanaliticas também s&o passiveis de utilizagcdo para determinar a
atividade antioxidante de substancias de ampla distribuicio em vegetais tais como acidos
ascorbico, resveratrol, flavonoides, taninos, antocianinas e derivados dos acidos benzoico e
cinamico (ALVES et al.,, 2010). Tais métodos apresentam vantagens por serem simples,

baratos, rapidos e com alta sensibilidade (SA, 2013).

As técnicas voltamétricas podem correlacionar potenciais de oxidacéo, intensidade de
corrente e/ou outros parametros eletroquimicos com a capacidade antioxidante, portanto
podem se mostrar mais seletivas e sensiveis que os demais métodos espectrométricos. Entre
as técnicas mais difundidas destacam-se a voltametria ciclica (CV), voltametria de onda
quadrada (SWV) e a voltametria de pulso diferencial (DPV) (ALVES et al., 2010).

1.9. ATIVIDADE ANTIFUNGICA

As infecgBes por fungos sdo um problema de saude global que afeta milhdes de
pacientes por ano. Alguns estudos trazem a estimativa de que atualmente existem descritas
cerca de 72.000 espécies de fungos, das quais aproximadamente 300 espécies foram
identificadas como patégenos de homens e animais. Estes fungos podem causar desde
infecgdes localizadas cutaneas, subcutaneas ou em mucosas a infecgdes sistémicas e
potencialmente fatais (DROUHET, 2010).

Além disso, cerca de aproximadamente 1,5 milhfes sado infec¢cdes fangicas
disseminadas ou invasivas (IFIs), que requerem tratamento avancado e hospitalizacao.
Infelizmente, estas Ultimas infeccBes estdo associadas a altas taxas de mortalidade, com
algumas proximas de 90%-95% (PEREA et al., 2001; PIANALTO; ALSPAUGH, 2016).

Muitas das categorias de medicamentos antifUngicos sdo altamente efetivas nos
contextos apropriados. No entanto, esses farmacos, como com qualquer terapia, tém
limitacGes e ressalvas. Por exemplo, a toxicidade associada a alguns agentes antifingicos
podem tornar proibitivas seu uso ou serem aceitas para efetivamente tratar o paciente. Existem
poucos agentes antifiungicos aprovados para o tratamento das IFI's, classificados em apenas

guatro classes (Tabela 1).
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Tabela 1: Medicamentos antifingicos aprovados para o tratamento de infec¢des fungicas
invasivas.

Classes Representantes Mecanismo de Acé&o

Polienos Anfotericina B Ligacéo ao ergosterol da membrana plasmatica,
produzindo poros e alterando a integridade da
membrana

Azo0is Fluconazol, Intraconazol... Inibicdo da 14a-demetilase (citocromo P450 51 ou
CYP51), que catalisa o passo final na biossintese de
ergosterol
Equinocandina Caspofungina, Micafungina... Afetam a biossintese da parede celular através da

inibicdo competitiva da 8-1,3-glucansintaxe

Anti-metabdlitos Flucitosina Reducéo da sintese do ergosterol, através da inibicao

das enzimas fangicas do citocromo P450

Fonte: Adaptado de PIANALTO; ALSPAUGH, 2016.

A limitacdo adicional é o pequeno numero de alvos sobre os quais esses farmacos
atuam, devido ao alto nivel de similaridade génica entre os patdogenos e os hospedeiros
humanos. Por outro lado, das quatro classes de farmacos antifingicas aprovadas para o
tratamento de infeccBes fangicas invasivas, duas delas, polienos e azois, visam 0 mesmo
componente da membrana celular fangica. Este pequeno numero de alvos celulares aumenta
as oportunidades de fungos para desenvolver resisténcia a um ou mais dos antifiingicos
disponiveis (PIANALTO; ALSPAUGH, 2016).

Ademais, o problema da resisténcia antifingica estd em ascensao e até a data, existe
resisténcia a todas as classes disponiveis de agente antifungico. As espécies de Candida tém
uma alta prevaléncia de resisténcia azoéis, em grande parte atribuida a natureza citostatica
desses farmacos (SANGUINETTI et al.,, 2005). Do mesmo modo, cepas de Aspergillus e
Cryptococcus também demonstraram resisténcia (TELLES et al., 2017).

Com isso, faz-se crescente a demanda pela pesquisa e desenvolvimento de novas
classes de antifungicos (LOBO et al., 2013). Flavondides, alcaloides e taninos sdo exemplos
de metabdlitos vegetais ativos cujas propriedades antifingicas tém sido relatadas e seus

potenciais avaliados in vitro (ARIF et al., 2011).
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Estudos apontam a capacidade que flavonoides possuem de inibir ndo s6 a germinacao
de esporos patogénicos em plantas como também atuar no combate das infec¢des fungicas
em humanos. Tal atividade deve-se provavelmente a capacidade destes compostos em formar
complexos com proteinas solUveis presentes nas paredes das células fungicas e a sua
natureza lipofilica, que ajuda na ruptura das membranas desses patégenos (FLAMBO, 2013;
ARIF et al., 2011).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse em avaliar a suscetibilidade antifungica,
contribuindo para o aprimoramento de métodos, principalmente na determinacdo da
resisténcia a antifungicos. Com isso, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tem
desenvolvido e padronizado testes para determinacéo da suscetibilidade in vitro de leveduras,
como os métodos de diluicdo em caldo (MD) e a difusdo em disco (DD) (Demitto et al., 2012).

N&o obstante, também é sabido que existe uma caréncia de publicacdes sobre testes
de suscetibilidade de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, 0 que faz interessante
0 avancgo nas pesquisas desse género (MORALES, 2009).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Produzir derivados da morina através da biossintese in vitro utilizando fungos
filamentosos como catalisadores, purificar, caracterizar estruturalmente e avaliar as atividades

antioxidante e antifungica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Selecionar as cepas da colecdo do LaBiocon para catalisar a biossintese e producéo in
vitro de novos derivados;

2. Selecionar a cepa mais promissora e avaliar os diferentes parametros envolvidos no
processo;
Escalonar da reacédo com células livres e imobilizadas

4. Desenvolver e aplicar metodologias de monitoramento das cinéticas reacionais e
processos de purificacdo dos derivados de interesse;

5. Caracterizar estruturalmente os derivados obtidos;
Realizar testes das atividades antioxidante, antifUngica e citotoxicidade celular em
hemacias para morina e derivado.

7. Avaliar in silico as atividades antioxidante e antifungica da morina e de seus derivados.

8. Predizer in silico o metabolismo da morina.
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3. METODOLOGIA

3.1. PRODUTO DE PARTIDA

A Morina (2',3,4',5,7-Pentahidroxiflavona dihidratada) foi adquirida através da empresa
Sigma Aldrich, apresenta uma pureza de 95% e férmula molecular C1sH1007. Sua massa molar
€ de 302.2357 g/mol e possui densidade de 1,799 g/mL. Como caracteristicas fisico-quimicas
apresenta ponto de fusdo de 300 °C e ponto de ebulicdo 645,5 °C a 760 mmHg. Antes dos
experimentos serem iniciados, foi realizada a caracterizacdo desse composto através de
Espectrofotometria na regidao do UV, Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de

Massas.

3.1.1. Espectrofotometria na Regido do UV (UV-Vis)

Para a determinacdo do comprimento de onda de maxima absorcédo foi utilizado o
Espectrofotdmetro Cintra® 10e UV-visivel Spectrometer de 200 a 400 nm. O substrato e o
derivados foram solubilizados em metanol e a analise ocorreu no LaBiocon, situado na

Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias.

3.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises de RMN foram realizadas no Laboratério de RMN do Instituto de Quimica
da Universidade Federal de Goias. O aparelho utilizado foi o espectrometro Bruker Avance Il
500 de 11,75 T (500,13 MHz para H e 75,46 MHz para 3C), equipado com sonda HR-MAS
de 4 mm. Para o envio das amostras para analise, foi utilizado Metanol Deuterado (CIL —

Cambridge Isotope Laboratories) com tetrametilsilano (TMS) como padréo interno.

3.1.3. Espectrometria de Massas (MS)

A caracterizagdo da morina foi realizada em Espectrdmetro de massas Q
Exactive, Thermo Scientific, com fonte H-ESI, operando em modo negativo, full-scan,
resolucao de 70000, utilizando voltagem do spray 4000 V, sheath gas 12 unidades arbitrarias,
auxiliar gas 0 unidades arbitrarias, temperatura do capilar 300 °C, S-lens 55. Utilizou-se o

programa Xcalibur para a andlise qualitativa dos dados. Os dados também foram adquiridos
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em modo positivo, resolucdo de 70000, utilizando voltagem do spray 3000 V, sheath gas 10
unidades arbitrarias, auxiliar gas 0 unidades arbitrarias, temperatura do capilar 300 °C, S-lens
55. A amostra foi diluida em metanol grau HPLC e adicionada de 0,1% de acido férmico.

3.2. MICRO-ORGANISMOS

Os dezoito micro-organismos selecionados para os experimentos foram provenientes de
trés colecdes, sendo elas American Type Culture Collection (ATCC), Northern Utilisations
Research and Development Division (NRRL) e cepas de fungos filamentosos isolados do

Cerrado brasileiro. Todas as cepas estéo listadas na tabela 2.

Tabela 2: Micro-organismos utilizados na triagem.

Micro-organismos Colecéao
Aspergillus ochraceus ATCC 1009
Beauveria bassiana ATCC 7159
Cuninghamella echinulata ATCC 9244
Cuninghamella echinulata ATCC 9245
Cuninghamella elegans ATCC 26169
Cuninghamella elegans ATCC 36112
Cylindrocarpus radicicola ATCC 11011
Fusarium roseum ATCC 14717
Mucor plumbeus ATCC 4740

Pycnoporus sanguineus -

Rodotorula mucilaginosa -
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Rhizopus arrizus ATCC 11145

Absidia blaklesleana ATCC 10148b
Mortierella isabelina NRRL 1757
IP 94 Cerrado
IP 127 Cerrado
IP 147 Cerrado
IP153 Cerrado

Os micro-organismos foram mantidos em &gar batata inclinados entre 2-4 °C. A cada
experimento as cepas foram repicadas e mantidas em camara germinativa do tipo Biochemical
oxygen demand (B.0.D.) (Modelo TE 401 Tecnal®) a 27 °C, por 7 dias para crescimento. Apds
esse periodo, a morfologia e coloracao das cepas foram avaliadas macroscopicamente e entdo

utilizadas nos experimentos.

3.3. MEIO DE CULTURA

Foi realizada uma triagem utilizando trés tipos de meios diferentes: Glicose, PDSM
(Potato dextrose soy médium) e Czapek. Cada 1000 mL de meio de cultura de glicose é
composto por 20 g de glicose anidra (Synth®), 5 g de extrato de levedura (Biolog®), 5 g de
peptona de soja (Biolog®), 5¢g lecitina de soja (Biolog®), 5 g NaCl (Dinamica®) e 5 g de K2HPOa4
(Neon®), g.s. 4gua destilada. O meio PDSM possui 5 g de peptona bacteriolégica (Biolog®), 5
g de lecitina de soja (Biolog®), 5 g de KH2PO4 (Neon®), 5 g de NaCl (Dinamica®), 20 g de
glicose anidra (Synth®) e 3 g de extrato de levedura (Biolog®). J& o meio Czapek é composto
de 30 g de sacarose, 2 g de NaNOs, 1 g de KH2POa4, 0,01 g de FeSOa4, 0,5 g de KCle 0,5 g de
MgSOea.

Os meios preparados foram transferidos 100 mL do meio para Erlenmeyers de vidro de
boca larga de 250 mL. O processo de esterilizagao foi feito através de calor amido, utilizando-

se autoclave, que foi aquecida a 121 °C por 15 minutos.
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3.4. TRIAGEM DOS MICRO-ORGANISMOS

A triagem foi realizada para verificar dentre os dezoito micro-organismos utilizados quais

seriam capazes de consumir e biotransformar o substrato (morina).

Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro, os esporos foram ressuspendidos em
glicerol 25% e uma gota dessa suspensdo de esporos, numa concentracdo de 7 x 10* foi
transferida para Erlenmeyers contendo 100 mL do meio liquido de glicose. Os Erlenmeyers
foram identificados quanto ao micro-organismo que cada um continha e foram incubados em
incubador rotativo (TE 420 Tecnal®) a 200 rpm, 28 °C durante 65 horas para que 0s micro-
organismos pudessem crescer. Ap0s esse periodo, o substrato foi solubilizado em etanol
(Qhemis) e entdo adicionado nos Erlenmeyeres numa concentracao de 25 mg do substrato em

100 mL de meio de cultura.

Em seguida, os Erlenmeyers foram novamente incubados a 200 rpm, 28 °C e aliquotas
de 1 mL dos meios de incubacéo foram retiradas nos tempos de 24 horas, 48 horas, 72 horas
e 96 horas e transferidas para Eppendorfs. Para andlises por cromatografia em camada
delgada (CCD), as aliquotas foram saturadas com cloreto de sodio, extraido com acetato de
etila (Neon®) e aplicado em cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 Fzss. Para que a
influéncia de componentes do meio de cultura, dos micro-organismos ou de uma possivel
degradacdo do substrato ao longo do tempo de incubacdo pudesse ser avaliada, dois
diferentes experimentos de branco foram realizados. O primeiro branco contendo meio de

cultura e micro-organismo, e o segundo branco contendo meio de cultura e substrato.

3.5. ENSAIO EM ESCALA SEMIPREPARATIVA

3.5.1. Células Livres

ApoOs as analises em cromatografia em camada delgada (CCD) dos sobrenadantes de
incubacéo, a cepa Beauveria bassiana ATCC 7159 foi escolhida para a realizagdo do scale
up, incubacéo em escala semipreparativa, com a morina. Foram utilizados 10 Erlenmeyers de
250 mL de boca larga com 100 mL de meio liquido de glicose, com o substrato numa

concentragéo de 25 mg/100mL.
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3.5.2. Células Imobilizadas

Depois de cultivadas em meio solido de agar batata, as cepas de Cuninghamella
echinulata ATCC 9244 foram semeadas em 50 mL meio de cultura liquido de glicose em
Ernlenmeyers de boca larga com capacidade de 250 mL com molas de aco inoxidavel em
contato com o vidro dos frascos de cultivo e acomodadas firmemente no fundo dos frascos.
Aos Erlenmeyers foi adicionado o substrato numa concentracdo de 25 mg/100 mL, e estes
mantidos em incubadora rotativa (Tecnal® Model TE 420), a 28 ° C, 150 rpm, por 96 horas.
Durante esse periodo, foram observados a formacéo do biofilme pela extensdo da mola de aco

inoxidavel, seu aspecto morfologico, agitacao e temperatura de incubacao.

3.6. ESCALONAMENTO DA REACAO

Um biorreator (Tecnal®) com capacidade para 7,5 L, equipado com medidor de pH,
aeracao, controle de temperatura e agitacao foi utilizado para os ensaios em larga escala. Para
isso, 1,5 mL de suspenséao de esporos de B. bassiana ATCC 7159 em solucao de glicerol a 25
% foram transferidos para o biorreator contendo 2 L de meio de cultura liquido de glicose. O
substrato, diluido em metanol, foi adicionado apds 65 h de crescimento da cepa de Beauveria
bassiana ATCC 7159 no biorreator na concentracéo de 25 mg/ 100 mL. A reacdo ocorreu
durante 96 horas, sendo mantidos os parametros de temperatura a 28 °C, rotagéo de 200-250
rpm, taxa de oxigénio acima de 80% e pH 6.0.

3.7. EXTRACAO

Apds um periodo de 96 horas de incubag&o o contetudo dos 10 Erlenmeyers foi reunido
e a biomassa foi filtrada em funil de Blchner com gaze sob vacuo. A solucao filtrada foi
saturada com cloreto de sédio (Dinamica®) e posteriormente filtrada em funil de Blichner
contendo Celite-545 (Tedia®) também sob vacuo. O filtrado do sobrenadante da incubacéo foi
entdo denominado “Fragcao Aquosa” e transferido para uma ampola de separagao, onde foi
extraido com trés porgdes de 100 mL de acetato de etila. Apos a extracdo da fragdo aquosa,

esta foi descartada restando assim a fracao acetato de etila. Entdo, adicionou-se sulfato de
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magneésio anidro a esta fracao e ela foi filtrada em papel de filtro. O filtrado foi entdo evaporado
em evaporador rotativo Tecnal® modelo TE-211, acoplado a bomba de vacuo Tecnal® TE-058
resultando em um extrato bruto seco para entéo prosseguir para a etapa de purificagéo.

O micélio separado na filtracdo foi extraido primeiramente com acetona (Neon®) (200
mL) em agitador magnético por 15 minutos e depois de filtrado em papel de filtro, e depois foi
extraido com metanol (Synth®) (200 mL), também em agitador magnético por 15 minutos e
filtrada novamente. Assim, foram obtidas a fragdo metanol e a fragcdo acetona. As fragdes foram
evaporadas em evaporador rotativo originando dois extratos brutos secos para posterior

purificacdo. A figura 10 mostra o fluxograma da extracao.

Figura 9: Fluxograma da extracao.

| Biomassa

——

o
Aquosa
-
[ | |
) ) ( P | \
= = Fragdo
Fragao Fracao Acetato de
Acetona Metanol Etila

Fonte: Autor.

3.8. PURIFICACAO DOS DERIVADOS

Para o processo de purificacdo, foram utilizadas duas técnicas. A primeira técnica foi
realizada por cromatografia de adsor¢cdo em coluna, utilizando uma coluna de vidro com 30 cm
de comprimento e 1,5 cm de diametro, preenchida com fase estacionaria silica gel 60 A,
(Silicycle®). O primeiro extrato seco purificado foi o da fracdo acetato de etila. Apds a
solubilizacdo em metanol, foi adicionado silica gel 60 A (Silicycle®), para a formacéo da
pastilha, que foi transferida para a coluna de vidro previamente compactada com fase
estacionaria. Gradientes de solventes foram eluidos na coluna sendo as fases méveis partindo
de acetato de etila e aumentando a for¢ca de eluigdo com metanol nas proporgdes listadas na
tabela 3.
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Tabela 3: Proporcédo dos solventes utilizados na cromatografia em coluna.

Fase Movel (%)

Acetato de Etila Metanol
100 0
95 5
90 10
70 30
50 50
0 100

Fonte: Autor.

O monitoramento foi realizado através de Cromatografia em Camada Delgada, onde foi
utilizada a fase movel AcOEt:MeOH (95:5) como eluente e luz UV (254 nm) para revelagao.

Os produtos purificados tiveram seus solventes evaporados e foram mantidos em
dessecador para posterior pesagem. O procedimento foi repetido para o extrato seco da fragao

metanol e acetona.

JA a segunda técnica utilizada para a purificacdo do derivado foi através de
cromatografia preparativa no qual o equipamento automatizado IsoleraOne (Biotage®). Nessa
metodologia também foi utilizada silica como fase estacionaria e uma fase mével gradiente

partindo de acetato de etila e finalizando com metanol.

3.9. CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS

O derivado purificado foi identificado e caracterizado através de analises de
Espectrofotometria na Regido do UV-Vis, Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
Carbono (RMN H 3C) e Espectrometria de Massas (MS), utilizando as metodologias descritas
em3.1.1,3.1.2e 3.1.3.
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3.10. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.10.1. Ensaios Eletroquimicos

A voltametria foi realizada com um potenciostato/galvanostato Autolab IIl integrado ao
software GPES 4,9, Eco-Chemie, Utrecht, Paises Baixos. As medi¢des eletroquimicas foram
realizadas utilizando uma célula de 5,0 mL, com um sistema de trés eletrodos constituido por
uma pasta de carbono (preparada tal como um suporte de pistdo-driven contendo 75% de po
de grafite e 25% de Nujol, @ = 2 mm), e um fio de Pt/Ag/AgCI/KCI, representando o eletrodo
de trabalho, eletrodo de controle e o eletrodo de referéncia, respectivamente. A pasta de
carbono foi renovada mecanicamente antes de cada experiéncia, a fim de assegurar
reprodutibilidade dos resultados. As condi¢cbes experimentais para voltametria de pulso
diferencial (DPV) foram: amplitude de pulso 50 mV, largura de pulso 0,5 s e velocidade de
varredura 5 mV sl1. Todos os dados foram analisados e tratados com o Software Origin 8.
Todas as experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente (25 + 1 °C) em triplicata (n =
3) e o principal eletrdlito utilizado foi 0.1 M de solucéo de tampéao fosfato (PBS), pH 5,0.

3.11. ATIVIDADE ANTIFUNGICA

3.11.1. Avaliacdo das Concentracdes Inibitoria e Fungicida Minimas

O composto foi previamente solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluido em caldo
RPMI 1640 (Sigma Chemical Co) com L- glutamina e sem bicarbonato de sodio, tamponado a
pH 7,0 com acido morfolinopropanossulfénico (MOPS; Sigma Chemical Co), de maneira que

as concentracdes variaram 512 a 1 pg/mL.

A triagem foi realizada com dois isolados de Cryptococcus neoformans e uma cepa de
Cryptococcus gattii ATCC 24065 através do método de susceptibilidade in vitro sendo utilizada
a técnica de microdiluicdo em caldo, segundo o documento M27-A3 do Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI 2008, 2012), que permite determinar a menor concentracdo do
composto capaz de inbibir espécies testadas (CIM). Subsequentemente foi realizada a
concentracao fungicida minima (CFM), sendo esta a menor concentracdo do composto capaz

de matar o fungo. Os teste foram realizados em duplicata.
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3.12. CITOTOXICIDADE

3.12.1. Avaliacéo da Citotoxicidade em Heméacias

O composto foi avaliado quanto a sua capacidade citotoxica em hemacias sendo
determinada através do ensaio de atividade hemolitica de acordo com He e colaboradores
(2007).

Foram centrifugados 5 mL de sangue de carneiro desfibrinado (Newprov), e lavado uma
vez com tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4. As hemacias foram diluidas em 20 mL do mesmo
tampao (diluicdo 1:5). Os compostos foram diluidos em tampao PBS pH 7,4 em concentracdes
de 512 a 4 yg/mL e armazenados em tubos eppendorff. Foram adicionados 50 pL da solugao
de hemacias a 50uL de cada concentragdo do composto. A suspenséo foi incubada a 37 °C
sob agitacao durante 30 minutos, centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos e, 80uL do
sobrenadante de cada suspenséo foi colocado em placa de microtitulacdo de 96 pocos. O
experimento foi realizado em duplicata, e como controle positivo da hemolise foi utilizado Triton
Xx-100 a 1% e a solucdo de hemacias com PBS pH 7,4 como controle negativo. O aparelho
Multiskan Thermo Labsystems® foi utilizado para realizacdo da leitura a 450 nm para
determinacao da absorbancia de cada amostra. A porcentagem de hemdlise foi calculada pela

seguinte equacao:

Hemolise% = Abs composto — CN x 100
Abs CP — Abs CN

Onde: CN= controle negativo; CP= controle positivo e Abs= absorbancia.

3.13. AVALIACAO IN SILICO

3.13.1. Metabolismo

O MetaPrint2D é um algoritmo melhorado para a predi¢cdo do sitio do metabolismo e

gue prevé as mudancgas que podem ocorrer nos compostos através da busca de dados e

53



analise estatistica das transformacdes metabolicas conhecidas relatadas na literatura cientifica
(SOUSA et al., 2013). O método usa um banco de dados de ambientes atdbmicos encontrados
em moléculas conhecidas por serem submetidas a transformacdo metabdlica. O software foi
usado na plataforma web (http://www-metaprint2d.ch.cam.ac.uk/) carregando o fio SMILES do
substrato e dos compostos obtidos. MetaPrint2D-React pode fazer previsdes sobre uma gama
ampla de reacdes das fases | e Il; € capaz de prever os tipos de transformacdes que podem

ocorrer facilmente no local do metabolismo.

3.13.2. Potenciais Atividades Biologicas

As atividades bioldgicas in silico dos compostos caracterizados foram preditas utilizando

a base de dados do PASS (http://www.pharmaexpert.ru/passonline). Essa base de dados leva

em consideracdo informacdes da literatura de experimentos realizados in vitro e in vivo para
sugerir possiveis atividades biolégicas. Os resultados do software PASS sdo mostrados como
um valor de probabilidade de ser ativo (Pa) e inativo (Pi). Para validar a atividade biologica dos
compostos encontrados na amostra, escolhnemos apenas os valores de Pa acima de 0,700
(PARASURAMAN, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PRODUTO DE PARTIDA

Para dar inicio aos experimentos, a morina foi analisada através de metodologias de
Espectrofotometria na Regido do UV (UV-Vis), Espectrometria de Massas (EM) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN 'H3C) a fim de se avaliar a pureza do

produto.

4.1.1. Espectrofotometria na Regido do UV (UV-Vis)

Foi realizada a varredura de comprimento de onda na regido do UV do substrato em
Espectrofotometro Cintra 10® UV-visible Spectrometer, onde foram observadas as absorc¢oes

em 254.9 nm e 359.1, como demonstrado na figura abaixo.

Figura 10: Espectrograma na regido do UV da Morina, em metanol, na faixa de comprimento
de onda de 200,0 a 400,0 nm.

600.0 700.0 800.0
nm

Legenda: Andlise realizada em espectrofotdmetro Cintra 10¢ UV-visible Spectrometer
Fonte: Autor.

Os espectros em metanol dos flavonois apresentam duas bandas de maior absorcao na
regido de 200 a 450 nm. Esses dois picos séo referidos comumente como banda I, que tem
absorcdo normalmente em 300 a 385 nm e est4 associada com a absorgédo dos anéis (B+C) e
a banda Il, que possui absorcdo normalmente entre 240 a 280 nm e esta principalmente

associada com a conjugacao dos anéis (A+C) (MABRY et al., 1970)
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4.1.2. Espectrometria de Massas (MS)

A figura 12 apresenta o espectro de massas (FTICR-MS) da morina, no qual se observa
0 pico m/z = 303.04, referente & [M +H]*, com erro < 1 ppm para a formula C1sH1007.

Figura 11: Espectro de Massas da Morina.

Abun
&

.....

Legenda: Espectro de massas da morina, full scan
Fonte: Autor.

4.1.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de RMN de 'H e de **C HMBC do substrato foram realizadas em
espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11,75 T (500,13 MHz para o 'H e 75,46 MHz para o
13C). Os espectros foram registrados em CD3:OD, com TMS como padrdo interno e
apresentaram deslocamentos na faixa de 6H 6,19-7,43 para os hidrogénios dos carbonos 6,
8, 3, 5 e 6’ e os espectros de carbono mostraram correlagdo dos mesmos carbonos nos
deslocamentos de & 3C 97,7-130,7. A tabela 4 mostra as atribuicdes dos deslocamentos

guimicos obtidos do espectro de RMN de 'H e de **C da morina (Figura 13).
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Figura 12: Estrutura da Morina com representacao numeérica

Fonte: Autor.

Tabela 4: Sinais evidenciados no espectro de 'H e 3C RMN da Morina

. Morina
Posicéo

& H (mult., J Hz) o 3C
6 6,19 (d; 2,01) 97,70
8 6,34 (d; 2,01) 93,00
3 6,45 (d; 2,37) 103,30
5 6,50 (dd; 2,37, 108,0

8,58)

6’ 7,43 (d; 8,58) 130,7

Legenda: H e 13C RMN baseados em 1H-13C HMBC. Dados obtidos em CD30OD em 500 MHz e 125 MHz.
Multiplicidades: dupleto (d), duplo dupleto (dd).
Fonte: Autor.

4.2. MICRO-ORGANISMOS

A morfologia das cepas utilizadas foi verificada antes, durante e depois do experimento.
Elas apresentaram crescimento satisfatorio apos o periodo de incubacdo de 7 dias em meio
sélido de agar batata inclinado, onde foi possivel observar aspecto algodonoso ou coriaceo
com uma variagdo entre as cores branco, cinza e marrom para as diferentes espécies de
fungos filamentosos (Figura 14). Os esporos das cepas selecionadas para a triagem foram
entdo ressuspendidos em uma solucdo de glicerol a 25% e inoculados no meio de cultura

liguido de glicose. Durante essa incubagédo, foi observado o crescimento das cepas nos

58



Erlenmeyeres variando entre miceélios dispersos no meio de cultura (massa amorfa) e a

formacéao de pellets de biomassa agregada, dependendo da espécie da cepa utilizada.

Figura 13: Cepas de fungos filamentosos utilizadas na triagem para avaliar a capacidade de
consumir e biotransformar o substrato morina.

Fonte: Autor.

Em seu trabalho, Nunes (2001) apontou a importancia do oxigénio para o crescimento
fungico de maneira exponencial e demonstrou que o efeito inibitério decorrente da limitagdo
de oxigénio pode ser minimizado através da agitacao da cultura (fungo + meio liquido), o que
também favorece a difusdo de nutrientes no meio. Ainda sobre esse assunto, foi demonstrado
gue o experimento utilizando Shaker (incubador rotativo) possuia uma melhor capacidade de
suprir a cultura fungica com maior aeracdo e difusdo de nutrientes que 0s experimentos em

B.O.D. que foram conduzidos de forma estatica.

Além disso, presenca do halo de crescimento também foi observada durante toda a
incubacdao indicando que a viabilidade dos micro-organismos foi mantida mesmo apés a adicao

do substrato.

4.3. TRIAGEM DOS MICRO-ORGANISMOS

Os fungos foram descobertos ha milhares de anos. No entanto, o estudo sistematico
desse grupo de micro-organismos apresenta apenas cerca de 270 e traz inUmeros beneficios
ndo sO6 no ambito da medicina, mas também para o avango dos processos biotecnologicos.

Eles possuem papéis importantes e podem afetar de forma positiva através de
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biotransformacdes, producdo de metabdlitos uteis, atividade enzimatica, producédo de

biomassa, controle bioldgico e entre outros (PEREIRA, 2002).

Foi realizada uma triagem dos micro-organismos utilizando 18 (dezoito) cepas de fungos
filamentosos da cole¢do do Laboratério de Bioconversao (LaBiocon) a fim de se avaliar a
capacidade catalisadora destes frente a morina (Quadro 1).

Para a triagem das cepas capazes de modificar a morina, as analises foram realizadas
através de aliquotas do meio de incubacdo retiradas a cada 24 horas, aplicadas em
cromatografia em camada delgada e eluidas utilizando a fase movel: acetato de etila: metanol
(AcOEt:MeOH), 90:10.

Quadro 1: Resultado da anélise de CCD da biotransformacdo da morina ap6s 96 horas de
incubacdo com diferentes micro-organismos em meio de glicose, 28 °C e 200 rpm.

MICRO-ORGANIMOS

PRODUTOS

Derivado 1

Derivado 2

Derivado 3

Morina

(Rf: 0,33)

(Rf: 0,53)

(Rf: 0,87)

(Rf: 0,84)

Absidia blaklesleana ATCC 10148b

+

Aspergillus ochraceus ATCC 1009

Beauveria bassiana ATCC 7159

+

+
Cuninghamella echinulata ATCC 9244 - +
Cuninghamella echinulata ATCC 9245 - + -
+
+

Cuninghamella ellegans ATCC 26169 -
Cuninghamella ellegans ATCC 36112 -
Cylindrocarpus radicicola ATCC 11011 - - - -
Fusarium roseum ATCC 14717 - + -

IP 94 - - -

IP 127 - - - -

IP 147 - - -

IP 153 - - -

Mortierella isabelina NRRL 1757 - - +
Mucor plumbeus ATCC 4740 - - - -
Pycnoporus sanguineus - + - +

+ |+ [+ |+

+

+

+ |+ |+

Rodotorula mucilaginosa - - - -

Rhizopus arrizus ATCC 11145 - + - +
Legenda: O simbolo (-) indica auséncia e (+) presenca dos metabdlitos da morina em meio de glicose. Fase
movel: AcOEt:MeOH (90:10), fase estacionaria silica gel 60 F2s4 com 0,25 cm de espessura e visualizagédo por
UV 254 nm. Fonte: Autor.

Através do quadro é possivel observar que dentre as 18 (dezoito) cepas de fungos

filamentosos avaliados na reacdo de biossintese, 10 (dez) cepas (listadas no quadro 1) foram
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capazes de catalisar a modificacéo estrutural da morina, produzindo até 3 (trés) derivados do

substrato, dependendo da cepa.

As 8 cepas que nao foram capazes de formar derivados foram Aspergillus ochraceus,
Cylindrocarpus radicicol, Rodotorula mucilaginosa, Mucor plumbeus e mais 4 (quaro) cepas
isoladas do Cerrado Goiano (IP 94, IP 127, IP 147 e IP 153). Destas, a maioria (5 cepas) foi
capaz de consumir toda a morina adicionada ao meio de cultura, mas ndo conseguiram
exteriorizar os possiveis produtos formados. Ja as 3 cepas restantes, todas IP’s (IP 94, IP 147

e IP 153), ndo internalizaram o substrato adicionado ao meio de cultura liquido.

Também foi possivel observar que apds 96 horas da adi¢do do substrato o mesmo ainda
estava presente na maioria dos Erlenmeyers, sendo apenas 6 cepas capazes de consumir a

morina em sua totalidade.

4.4. ENSAIO EM ESCALA SEMI-PREPARATIVA

4.4.1. Células Livres

O micro-organismo selecionado para catalisar a reacao de biossintese utilizando células
livres em escala semi-preparativa foi a B. bassiana ATCC 7159, pois esta cepa foi capaz de
consumir todo o substrato adicionado ao meio de cultura apés o periodo de incubacédo e
produziu, apos o periodo de 96 horas de incubacéo, uma maior quantidade de derivados (3),
sendo dois mais polares que o produto de partida e um mais apolar (Quadro 2).

Quadro 2: Resultado da analise de CCD da biossintese de derivados da morina por B.
bassiana ATCC 7159, apds 96 horas de incubacdo em meio de glicose a 28 °C e 200 rpm.

PRODUTOS
MICRO-ORGANIMO Derivado | Derivado | Derivado _
1 2 3 Morina
(Rf: 0,33) | (Rf: 0,53) | (Rf: 0,87) (Rf: 0,84)
Beauveria bassiana ATCC 7159 + + + -

Legenda: O simbolo (-) indica auséncia e (+) presenca dos metabdlitos da morina em meio de glicose. Fase
movel: AcOEt:MeOH (90:10), fase estacionaria silica gel 60 F2s4 com 0,25 cm de espessura e visualizagédo por
UV 254 nm. Fonte: Autor.

Durante o periodo de incubacdo foram observados pH, temperatura, agitagdo, aspecto

e crescimento da cepa. Ao final de sete dias de incubagcdo em B.O.D., a cepa utilizada
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apresentou aspecto coriaceo e coloracdo branca quando incubada em meio sélido (agar
batata). J& apds 96 horas de cultivo livre no meio de cultura liquido de glicose, a 28 °C e 200
rpm, o micélio apresentou-se disperso, configurando-se em um aspecto amorfo. A mesma
manteve-se com o0 halo de crescimento durante toda a incubac&o, o que permitiu constatar
viabilidade celular (Figura 15).

Figura 14: Caracteristica de crescimento da cepa de B. bassiana ATCC 7159 em meio solido
e em meio liquido de glicose.

Fonte: Autor.

Os metabolitos formados através de reacBes microbianas sdo geralmente mais polares e
guimicamente distintos das substancias que os originam. Estudos mostram que 0 uso de
fungos filamentosos como Beauveria bassiana ATCC 7159 em modelos in vitro tem-se
mostrado Util na biossintese de uma grande variedade de compostos organicos. Isso acontece
principalmente pela capacidade que esse micro-organismo possui de realizar reagcdes de fase
| e 1l tais como oxidacéo, reducéo, conjugacao e entre outras (ALEXANDRE, 2004; CIRILO,
2005).

4.4.2. Células Imobilizadas

O interesse em cultivo de células imobilizadas vem se destacando desde a década de 70
devido a sua aplicacdo como alternativa ao isolamento e purificacdo de enzimas. A utilizacéo
de células fungicas na imobilizacdo celular para biossintese tem levado a obtencdo de
derivados vantajosos (AMADIO, CASEY et al., 2013).
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Para o ensaio em escala semi-preparativa utilizando células imobilizadas, foi utilizada a
cepa Cuninghamella echinulata ATCC 9244 cujos produtos obtidos foram semelhantes aos
obtidos com a cepa de Beauveria bassiana ATCC 7159 e cujo desempenho no crescimento
do biofilme foi mais satisfatorio (Figura 16).

Figura 15: Aspecto morfologico das cepas de Cunninghamella echinulata ATCC 9244
imobilizadas em molas de aco inoxidavel em contato com o vidro dos frascos de cultivo.

Legenda: Erlenmeyer com crescimento do biofilme de C. echinulata ATCC 9244. Fonte: Autor.

O meio de cultura liquido de glicose utilizado na incubacdo mostrou-se viavel para o
crescimento e formagéo dos biofilmes de C. echinulata ATCC 9244. No cultivo das células
imobilizadas, o meio de cultura liquido deve garantir crescimento homogéneo e uniforme ao
longo da matriz imobilizadora, molas de aco inoxidavel (utilizadas nesse experimento), o que
esta aliado a maiores taxas de biossintese. Meios de cultura compostos por glicose podem
estimular o crescimento celular do biofilme. Em contrapartida, a escassez de fontes de carbono
e nitrogénio ou a caréncia de outros nutrientes podem levar a deformacdo do biofilme
(PAKULA; FREEMAN, 1996).

A agitacdo é um outro parametro importante na formacao do biofilme, uma vez que a
sua intensidade afeta ndo s6 a morfologia fiungica como também a transferéncia de massa.
Amadio e colaboradores (2013) observaram que nas incubac¢des conduzidas sem agitacéo, o
crescimento celular deu-se apenas sob a forma de hifas aéreas, sem formacgao de biofilme. Na
maioria das reacdes de biossintese utilizando fungos filamentosos, seja em células livres ou
imobilizadas, é requerida uma alta taxa de agitacdo, a fim de viabilizar a homogeneizagéo do
meio e a transferéncia de massa. Sendo assim, a melhor velocidade de agitacao é proposta

para evitar danos aos micélios e rompimento do biofilme (WANG, RIDGWAY et al., 2005).
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Os parametros de escolha da matriz imobilizadora e agitacédo (150 rpm), estabelecidos
nesse trabalho, foram baseados nos estudos de Souza (2015).

4.5. MEIO DE CULTURA

Foram avaliados trés tipos de meio de cultura diferentes quanto a capacidade de
crescimento do fungo e a producao de novos derivados da morina ap6s 96 horas de reacéo,
sendo eles Czapek, PDSM (Potato Dextrose Sucrose Medium) e Glicose (Figura 17).

Figura 16: Meios de cultura utilizados na incubacéo da morina com B. bassiana ATCC 7159 a
28 °C e 200 rpm.

Legenda: 1-Meio Czapek; 2-Meio PDSM; 3-Meio de Glicose. Fonte: Autor.

O meio de cultura liquido de glicose foi 0 meio escolhido para realizar a reacdo de
biossintese em maior escala, uma vez que propiciou o crescimento do fungo de forma
satisfatdria e viabilizou a producao de derivados do substrato adicionado a ele. Além disso, tal
meio proporcionou a obtengéo de uma maior quantidade de extrato bruto apos a sua extracao
(Gréfico 1).
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Grafico 1: Avaliacdo dos meios de cultura utilizados na biossintese utilizando B. bassiana
ATCC 7159 como catalisador.
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Legenda: Colunas 1-3: Fracdo Cetbnica dos meios PDSM, Glicose e Czapek; Colunas 4-6: Fracdo Metandlica

dos meios PDSM, Glicose e Czapek; Colunas 7-9: Fracdo Acetato de Etila dos meios PDSM, Glicos e Czapek.
Fonte: Autor.

A composicdo do meio de cultura esta diretamente relacionada com a morfologia dos
fungos que, por sua vez, afeta diretamente os rendimentos de metabdlitos em processos
biocataliticos (PAPAGIANI, 2004). A maioria dos meios de cultivo liquido contém uma fonte de
carbono (glicose, sacarose, etc), fonte de nitrogénio divididas em organicas (extrato de
levedura, peptona, ureia) e/ou inorganicas (nitrato de potassio, sulfato de amonio), sais
minerais (sulfato de patassio, sulfato de magnésio) e outros elementos como ferro, zinco e
cobre (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001; MALAJOVICH, 2012).

Meios de cultura ricos em nutrientes como carbono e nitrogénio sdo necessarios para
o crescimento do fungo. Lopez e colaboradores (2003) apés avaliarem a producdo de
lovastatina por Aspergillus terreus constataram que o crescimento do micro-organismo foi

menor pela limitacdo de nitrogénio e, ainda, que o rendimento era melhorado quando o
carbono néo era limitante no meio.

Os acucares sdo a fonte de carbono mais facilmente metabolizada pelos micro-
organismos. Fungos filamentosos sé@o capazes de aproveitar uma ampla variedade de fontes
de carbono por meio do uso de diferentes enzimas de seu metabolismo, entre elas

glicosiltrasferases e glicosidases. Ja as de nitrogénio sdo importantes para a sintese de
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componentes celulares como proteinas, acido nucleicos, parede celular, assim como no

metabolismo primario e secundéario do microrganismo (MASUREKAR, 2008).

Em seu trabalho, Park e colaboradores (2001) concluiram que o equilibrio entre carbono
e nitrogénio no meio de cultura pode influenciar ndo s6 na morfologia fungica como também
na taxa metabdlica de alguns fungos. Segundo eles, o tamanho micelial e a morfologia do
micro-organismo Mortierella alpina foram afetados quando este foi cultivado em meios de
cultura com diferentes propor¢des de carbono e nitrogénio e, quando submetidos a uma razao
de consumo de carbono/nitrogénio de 20 vezes, houve a pequena formagédo micelial e uma

biossintese de lipideos mais ativa.

A figura 18 apresenta a placa de CCD onde é possivel visualizar os derivados obtidos
apos 96 horas de incubacao da morina com os diferentes meios de cultura Glicose, Czapek e
PDSM. Nela podemos observar que o meio de glicose proporcionou a formagéo de uma maior
guantidade de derivados mais polares que o produto de partida.

Figura 17: Cromatoplacas CCD das incubagdes de B. bassiana ATCC 7159 e morina com 0s
diferentes meios de cultura.

Legenda: Spots: 1- Morina; 2- Glicose Acetato de Etila; 3- Glicose MeOH; 4- Glicose Acetona; 5- Czapek Acetato
de Etila; 6- Czapek MeOH; 7- Czapek Acetona; 8- PDSM Acetato de Etila; 9-PDSM MeOh; 10- PDSM Acetona.
Fonte: Autor.

4.6. AVALIACAO DO pH DURANTE A INCUBACAO

Os fungos sao capazes de crescer em uma larga faixa de pH, tendo preferencia por
ambientes com valores de pH no intervalo acido. A influéncia do pH no crescimento fangico
estad relacionada, principalmente, ao transporte e solubilidade dos nutrientes, reacdes

enzimaticas e fenémenos de superficie (PAPAGIANNI, 2004).

66



O efeito do pH sobre a producdo de derivados ocorre devido seu efeito sobre a
permeabilidade na membrana celular e a disponibilidade de certos nutrientes, como magnésio,
fésforo, ferro, célcio e zinco (MOREIRA NETO et al., 2009).

O gréfico abaixo apresenta a variagédo de pH, a cada 24 horas da reacao de biossintese
com a cepa de B. bassiana ATCC 7159, nos diferentes meios de cultura (Glicose, Czapek e

PDSM) avaliados na incubacéo.

Gréfico 2: Avaliagdo do pH nos diferentes meios de cultura testados.
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Legenda: Eixo x = pH; Eixo y = Tempo de incubacdo, em horas, apés a adicdo do substrato.
LBC 06 = B. bassiana ATTC 7159. Fonte: Autor.

E possivel observar o leve decaimento do pH, para todos os meios testados, com o
passar dos dias de incubagcdo. O meio PDSM apresentou maior variacado do pH, caindo de 5
para 4 ap0s 72 horas de reacado e permanecendo assim até o final das 96 horas. Ja os meios
liguidos de Glicose e Czapek obtiveram uma acidificacdo mais leve, quando comparados com
o0 meio PDSM. N&o obstante, foi observado crescimento fungico satisfatorio nos trés meios
diferentes.

Os meios com pH entre 4 a 6 com elevadas concentracdes de agucar favorecem o
desenvolvimento dos fungos nas por¢des em contato com o ar. Ao se afastarem da faixa que
favorece seu crescimento, 0 mesmo pode ser restringido, como foi demonstrado no trabalho

de Ribeiro e colaboradores (2010), que comparou o crescimento da biomassa fangica numa
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ampla faixa de pH concluindo que em pH menor que 4 e maior que 6 houve a menor producao

de biomassa fungica.

4.7. ESCALONAMENTO DA REACAO

O surgimento dos antibiéticos, nos anos 1940, levou varias empresas farmacéuticas a
buscarem o aumento da comercializacdo de tais produtos. Naquela época a producdo da
penicilina era realizada em garrafas de leite com a capacidade para armazenamento de 1 litro.
No entanto, esse meio de producédo demonstrou-se ineficiente devido as constates quebras de
garrafas nos processos de lavagem e esterilizagcdo. Assim, surgiu a necessidade de novas
metodologias e, por conseguinte, os primeiros trabalhos de cultura submersa. A partir de entéo,
0 uso de frascos de agitacao e de biorreatores com agitacdo mecanica aerados comecaram a
ser utilizados na fabricacdo de antibiéticos (HUMPHREY, 1998).

Reatores onde ocorrem reacdes quimicas catalisadas por biocatalisadores, que podem
ser enzimas ou células vivas (microbianas, animais ou vegetais), sdo chamados de
biorreatores cujo principal papel € proporcionar um ambiente controlado com adequada
concentracdo de nutrientes (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001; GARCIA-OCHOA et al., 2010).

Vérios fatores como temperatura de incubacéo, composicdo do meio de cultura, pH,
agitagdo e aeragdo podem contribuir para diferentes morfologias dos fungos filamentosos
(PAPAGIANNI, 2004). A alta complexidade dos tipos morfoldgicos e a interacdo direta entre
morfologia e condicBes reacionais exigem que tais parametros sejam bem determinados
(KRULL, WUCHERPFENNIG et al., 2013).

Para realizar a biossintese em maior escala, foi utilizado um biorreator de tanque
agitado (Figura 19). Alguns parametros como temperatura (28 °C), agitacdo (200-250 rpm),
vazao de oxigénio constante (acima de 80%) e pH (6,0) foram controlados. Os parametros
avaliados propiciaram condicdes satisfatérias de reacdo, podendo o substrato ser modificado
em maior quantidade.
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Figura 18: Biorreator de Tanque Agitado.

Legenda: Biorreator de Tanque agitado Tecnal®. Fonte: site Tecnal®.

No experimento delineado em biorreator de tanque agitado, o crescimento da cepa de
B. bassiana ATCC 7159 permaneceu como o visualizado na incubag&o com células livres nos
Erlenmeyers, micélio disperso e forma amorfa. Também foi possivel observar a formagéo e
permanéncia do halo de crescimento, indicando a viabilidade da cepa durante toda a
incubacéo (Figura 20).

Figura 19: Escalonamento da reacédo de biossintese em biorreator de tanque agitado utilizando
B. bassiana ATCC 7159 como catalisador.

Legenda: Escalonamento da reacdo de biossintese utilizando meio de cultura liquido de glicose e B. bassiana
ATCC 7159 como catalisador. Fonte: Autor.
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4.8. FILTRACAO E EXTRACAO
4.8.1. Células Livres

ApOs a incubacéo do substrato por 96 horas, os Erlenmeyers com as células livres de
B. bassiana ATCC 7159 foram filtrados e extraidos de acordo com a metodologia descrita no
subitem 3.7 (Figura 21).

Figura 20: Processo de filtragem e extracdo da incubacdo da morina com B. bassiana ATCC
7159 em meio liquido de glicose.

Legenda: (1) Separacéo do micélio e meio aquoso; (2) extragao da fragdo aquosa. Fonte: Autor.

A extragdo deu origem a trés fragfes, sendo elas metandlica, cetbnica e acetato de etila,

com as massas de 176,1 mg, 141,3 mg e 150,8 mg, respectivamente.

As andlises por CCD das fra¢gdes mostraram 2 (dois) produtos mais polares e 1 (um)
produto mais apolar que o composto de partida os quais foram identificados através da técnica
de Espectrometria de Massas (EM), anteriormente descrita no item 3.1.3.

Foi possivel a obtencao de picos estaveis referentes aos ions [M + H]*, todos com erro
< 5 ppm, nos valores de m/z = 317.06058 (C16H1207), m/z = 465. 10287 (C21H20012) e m/z =
479.11948 (C22H22012), representando os derivados da morina metilado, glicosilado e

metilglicosilado, respectivamente (Figura 22).
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Figura 21: Estrutura dos derivados da morina catalisados pela B. bassiana ATCC 7159.
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Legenda: (1) Morina; (2) Derivado Metilado; (3) Derivado Glicosilado; (4) Derivado Metilglicosilado.

Fonte: Autor.

4.8.2. Células Imobilizadas

Testes realizados anteriormente no LaBiocon definiram que a extracdo das incubacgdes

realizadas com células imobilizadas de C. echinulata ATCC 9244 era melhor sucedida quando

se utilizava apenas acetato de etila em sua metodologia. Portanto, ao final das 96 horas de

incubacdo com as células imobilizadas, tanto o biofilme quanto a fracdo aquosa da incubacéo

foram extraidos e ap0s serem concentrados em evaporador rotativo deram origem a 187 mg

de extrato bruto da fragao acetato de etila (Figura 23).
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Figura 22: Extrato bruto da fracdo acetato de etila apds a extracdo da incubagdo com biofiime
de C. echinulata ATCC 9244.

Fonte: Autor.

4.8.3. Células Livres em Biorreator

Apos o periodo de 96 horas de incubagédo da morina com a cepa de B. bassiana ATCC
7159 em biorreator, a fragdo aquosa do meio foi saturada com cloreto de sédio, em seguida
filtrada em celite-545 sob vacuo e extraida 3 (trés) vezes em funil de separacdo com acetato
de etila. O extrato bruto obtido, denominado fracdo acetato de etila, foi seco com sulfato de
sédio, filtrado em papel de filtro e concentrado em evaporador rotativo, dando origem a 760
mg (Figura 24).

Figura 23: Extrato bruto da fracdo acetato de etila apés a extracdo da incubacdo de morina
com B. bassiana ATCC 7159 em biorreator de tanque agitado.

Fonte: Autor.
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4.9. PURIFICACAO DOS DERIVADOS

As fracbes acetato de etila e cetbnica e foram submetidas primeiramente a
cromatografia em colunas cromatograficas, com colunas de vidro de 30 cm de comprimento e
1,5 cm de didmetro, ambas preenchidas com silica gel 60 A, e eluida com um gradiente de
fase movel partindo de 100% AceOEt, seguidos de ACeOET:MeOH nas propor¢des 95:5,
90:10, 70:30, 50:50, até a finalizagdo com 100% de MeOH.

As aliquotas coletadas na purificacdo foram monitoradas por CCD, a fim de que a troca
da proporcao de solventes fosse realizada de acordo com a elui¢cdo dos derivados pela coluna.
Assim, ao final da purificacéo os tubos com produtos com o mesmo Rt foram reunidos em um
mesmo frasco, concentrados em evaporador rotativo e colocados em dessecador para

posterior pesagem e caracterizacgao.

Apéds a secagem das fracdes reunidas em frascos especificos, foi realizada uma nova
CCD para verificar a pureza dos compostos purificados. Nela foi possivel observar a obtencao
de um produto advindo das fracGes 66-88 da purificacdo da fracdo acetato de etila, que, no
entanto, ndo estava totalmente puro. Por isso, uma nova técnica para a purificacdo de

compostos foi empregada.

A cromatografia preparativa através do equipamento Isolera One (Biotage®) foi nova
metodologia utilizada para a purificacdo do composto. Nesse equipamento a amostra é
colocada em um cartucho preenchido com silica esférica Biotageatrav HP-Sphere™, sao
informados o(s) comprimento(s) de onda e Ris) de interesse e entdo, através do fluxo dos
mesmos solventes utilizados na cromatografia em coluna tradicional, aliados a uma pressao
exercida pelo equipamento, a purificacéo é realizada com mais agilidade. Portanto, tem-se a
diminuicdo do tempo de purificacéo, aliados ao aumento da eficiéncia e consequentemente a

reducédo de custos.
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Figura 24: Processos de purificacéo utilizados.

Legenda: Coluna cromatogréfica preenchida com silica (1); Sistema de purificacéo flash (2). Fonte: Autor.

Com a utilizacdo dessas metodologias, foi possivel a obtencdo de 20 mg de um produto
mais polar que o substrato, denominado Labiocon 100. A figura 26 mostra a placa de CCD da
morina e do produto obtido apds purificacdo. O produto purificado seguiu para caracterizacao
em Espectrometria na regido do UV, RMN H 13C e Espectrometria de Massas Alta Resolucéo.

Figura 25: Analise por cromatografia em camada delgada do produto morina e seu derivado.

Legenda: Spot 1: Morina; Spot 2: Labiocon 100. Fonte: Autor.

4.10. CARACTERIZACAO DO DERIVADO MAJORITARIO

O derivado majoritario obtido apoOs purificacdo foi submetido a analises em
Espectrometria na regido do UV, Espectrometria de Massas Alta Resolugdo e Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMNH3C) cujos seus resultados podem ser
observados a seguir.
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4.10.1. Espectrometria na regido do UV-Vis

Foi realizada a varredura num intervalo de 200 a 800 nm de comprimento de onda na
regido do UV-Vis para o derivado obtido através da incubacdo com B. bassiana ATCC 5179 e
purificado em cromatografia em coluna e em cromatografia preparativa, onde foi possivel
observar duas absor¢bes maximas em 267.7 nm e 275.2 nm do derivado (LaBiocon 100)
(Figura 27).

Figura 26: Espectrograma na regido do UV do Labiocon 100, em metanol, na faixa de
comprimento de onda de 200,0 a 800,0 nm.

2.0

200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0 750.0 800.0
Labiocon558 nm

Legenda: Analise realizada em espectofotdmetro Cintra 10¢ UV-visible Spectrometer
Fonte: Autor.

A comparacao entre os dois espectros de UV-Vis (Morina e LaBiocon 100) nos mostra
a permanéncia da banda Il (referente ao anel A), e um deslocamento hipsocrémico (de 359.5

para 275.2) da banda I, referente ao anel B da molécula.

De acordo com Sousa e colaboradores (2007) a posicao da banda | nos da informacao
sobre o tipo de flavonoide e também sobre o grau de oxidacédo. Flavonoides que possuem

oxigénio no anel A, mas nédo no B, tendem a ter a banda Il mais pronunciada que a I.

A absor¢cdo méxima de agucares, como a glicose, encontra-se geralmente nos
comprimentos de onda 260-280 nm (LIM; HARNLY, 2007). Portanto, o descolamento
hipsocréomico da banda 11, aliado ao comprimento maximo de absor¢édo em 275.2, pode indicar

mudancas estruturais no anel B da molécula de morina.
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4.10.2.
(FTICRMS)

Espectrometria de Massas com Ressonancia Ciclotrénica de lons

A Figura 28 mostra o espectro de massas (FTICR-MS) do derivado purificado (LaBiocon

100) no qual se observa a presencga de um pico estavel de m/z = 477,10410, relativo a [M-H],

com erro < 3ppm e férmula molecular C22H21012.

Figura 27: Espectro de massas do Labiocon 100 em modo negativo.

labiocon100comacidoford00-500 #1 RT: 001 AV: 1 NL: 1.21E7
T: FTMS - p ESI Full ms [400.00-500.00)

100 46110947

25 46311526

43128052

447.27567
42926483 | 43329611
402.14081 41116159 42115173 | 44125333 | | 44920111 45728122

| , |467.06226 47508850

0410

47910974

48113553 493.09918
e

T T T t T
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miz

Legenda: Espectro de massas do Labicon 100, full scan. Fonte: Autor.
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O experimento MS/MS apresentou o padrdo de fragmentacdo de massa do ion
molecular, onde o pico mais abundante foi o de m/z= 301.03522, relativo a [M-H] e formula

molecular C15H1007 (Figura 29).

Figura 28: Espectro MS/MS do Labiocon 100 em modo negativo.

T: 0.01 AV 1 NL: 10288
00 [200.00-500.00]

Legenda: Espectro ESI-MS/MS do Labicon 100. Fonte: Autor.
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O aumento de 176 na massa sugere a adicao de uma metilglicose a molécula de morina.
De acordo com os dados obtidos através dos espectros, € possivel tracar a modificacao
estrutural que ocorreu na molécula do substrato apés 96 horas de incubacdo com B. bassiana
ATCC 7159, seguidas de extracdo e purificacao (Figura 30).

Figura 29: Sugestao estrutural para o LaBiocon 100 de acordo com os dados obtidos na EM
Alta Resolugéo e sua fragmentagéo ESI-MS/MS.

m/z: 302.04

L m/z: 478.11 _ @)

Legenda: (1): Sugestédo de estrutura para o LaBiocon 100; (2): ESI-MS/MS apresentando o produto de partida.

Fonte: Autor.

4.10.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H 13C)

Para confirmar a estrutura do composto, foi realizada a ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio e carbono (RMN *H 3C). O espectro desse produto foi analisado tendo como
base o espectro do produto de partida (morina). As analises foram realizadas em
espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11,75 T (500,13 MHz para o 'H e 75,46 MHz para o
13C). Os espectros foram registrados em CDsOD, com TMS como padréo interno. A tabela 5
mostra as atribuicées dos deslocamentos quimicos obtidos do espectro de RMN de 'H e de

13C da morina e do LaBiocon 100.

77



Tabela 5: Sinais evidenciados no espectro de *H e 3C RMN da Morina e do Labiocon 100.

Posicao
Morina Labiocon 100
& 'H (mult., J Hz) o 13C 8 'H (mult., J Hz) &*3C
6 6,18 (d; 2,01) 97,27 6,45 (d; 2,06) 97,94
8 6,33 (d; 2,01) 93,11 6,75 (d; 2,06) 93,44
3’ 6,44 (d; 2,37) 103,21 6,71 (d; 8,66) 113,87
5 6,49 (dd; 2,37;8,58) 108,32 6,90 (d; 9,07) 115,07
6’ 7,42 (d; 8,58) 130,56 7,08 (d; 8,66) 129,09
47 - - 5,04 (d; 7,79) 99,84
2”-6”
3,1-4,2 (m) 61-79
47 (0-CHy) ; ; 3,58 (s) 59,0

Legenda: 'H e 13C RMN baseados em H-13C HMBC. Dados obtidos em CD30OD em 500 MHz e 125 MHz.
Multiplicidades: simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd). Fonte: Autor.

A presenca de sete novos sinais no espectro de RMN*3C entre 5C 59,0-99,8, sendo
esses um 33C 60 para grupo CHz, cinco para grupamentos CH (d'3C 73-99,74) e um OCHs
(d%3C 59), incluindo um dupleto no deslocamento &H 5,04 (J = 7,79 Hz) correlacionando-se ao
0C 99,8, indicaram valores tipicos de adicdo quimica de uma unidade de O-metilglicose, na

conformacao 3, na molécula do substrato.

Ja espectro de RMN!H do Labiocon 100 apresentou um simpleto com o deslocamento
em O'H 3.58 representativo do sinal metoxila, um sinal devido a um préton em um carbono
anomérico em &'H 5,04, bem como multipletos referentes a cinco sinais em &'H 3,1-4,2
representando os hidrogénios dos carbonos 2” a 6”. Ainda, o valor de mudanca quimica do
sinal C-4 (C-4") da molécula de glicose foi anormal. Este sinal esta normalmente presente na

regido que varia de 6C 70,0-71,5 ppm e, no caso dos novos espectros, observou-se em 6C
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79,0 ppm. Com isso, a evidéncia relatada confirmou que houve a adigdo da fragao 4”-O-

metilglicose no composto de partida.

Portanto, os valores de mudanca quimica dos sete atomos de carbono adicionais que
apareceram no espectro de RMN*3C do LaBiocon 100 foram caracteristicos para a 4”-O-metil-
glucopiranose. Este acucar é muitas vezes condensado com moléculas de substrato em
reagOes de glicosilagdo catalisadas por B. bassiana ATCC 7159, como mostrado por diversos
autores (ZHAN; GUNATILAKA, 2005; ZHAN; GUNATILAKA, 2006; HUSZCZA et al., 2008;
CAO et al., 2015). As correlagdes entre protons e atomos de carbono apresentados no
espectro HSQC do derivado nos permitiram atribuir posi¢des precisas de cada sinal de préton
da molécula de 4”-O-metilglucopiranose. As mudancas dos sinais H-3’ e H-5" para um campo
magnético (6H 6,44 — 6,71 ppm e dH 6,49 — 6,90 ppm, respectivamente), bem como o
deslocamento dos sinais de C-3’ e C-5’ para (6C 103,2 — 113,8 ppm e 6C 108,3 — 115,0 ppm,
respectivamente) inferem que a porcao de acgucar foi condensada ao grupo hidroxila ligado ao
C-4’. O restante dos sinais de RMN de 'H e de '3C foram muito semelhantes aos da morina,

sugerindo que a porcao de acucar foi introduzida no anel B da molécula.

Sendo assim, 0 novo composto obtido através da transformacdo microbiana da
molécula de morina catalisada em uma Unica etapa e com acao de duas enzimas (CYP450 e
Glicosiltransferases) pela cepa de B. bassiana ATCC 7159, foi identificado como morina 4’-O-

B-D-(4”-O-metil)glucopiranosideo (Figura 31).

Figura 30: Reacdo de metilglicosilacdo da morina utilizando B. bassiana ATCC 7159 como
biocatalisador.

HO O- ~
OH O on
HO 6}

| HO «~ YOCH,
B. bassiana ATCC 7159 OH

28°C, 200 rpm, 96 h OH O

Fonte: Autor.

Estudos sobre a regiosseletividade da glicosilacéo catalisada por cepas de B. bassiana
indicaram que esta cepa € capaz de introduzir seletivamente uma porgao 4”-O-metil-glicose

em apenas uma posiCcAo mesmo em compostos que possuem multiplos grupos hidroxila
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(ZHAN; GUNATILAKA, 2005). Além disso, Zhan e Gunatilaka (2006) mostram em seu trabalho
a obtencdo do composto quercetina-4”-O-metil-7-O-B-D-glucopiranosideo ap6s a
transformacdo da quercetina por B. bassiana ATCC 7159. Esse derivado apresenta uma
metilglicosilacdo no C-7 do anel A (resorcinol) da quercetina. Morina e quercetina sao isbmeros
cuja diferenca entre esses compostos est4 no padréo de hidroxilagéo do anel B, que € orto em
guercetina (catecol) e meta para a morina (resorcinol). Com isso, devido a conformacao das
hidroxilas no anel resorcinol apresentarem menor impedimento estérico, quando comparadas
com o anel catecol, aquele pode proporcionar um ambiente mais favoravel a ocorréncia de

reacoes.

Vale ressaltar que reacbes seletivas de 4”-O-metilglicosilacdo promovidas
eficientemente pela estirpe de B. bassiana ATCC 7159 leva-nos a sugerir tal cepa pode ser
utilizada como biocatalisador de O-metilglicosilacdo de compostos fendlicos para estudos de
bioatividade, especialmente em situacées em que mais derivados polares sollveis em agua

séo requeridos.

4.11. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.11.1. Ensaios Eletroquimicos

Do ponto de vista bioldgico, a capacidade de doador de elétrons dos flavonéides é uma
das suas propriedades quimicas mais relevantes. De fato, pelo processo de transferéncia de
atomos de hidrogénio ou de elétrons, esses compostos podem eliminar radicais, terminando

as reacOes em cadeia e depois exercendo suas agdes bioldgicas (GIL; COUTO, 2013).

Os métodos eletroanaliticos se valem das propriedades elétricas dos analitos presentes
em uma determinada amostra e podem fornecer dados qualitativos ou quantitativos, ndo sendo
necessaria a geracao prévia ou uso de espécies oxidadas. Eles sdo utilizados pois podem
demonstrar o potencial em que os flavonoides sédo capazes de transferir elétrons,
representando assim uma alternativa na determinacgao da atividade antioxidante em diferentes
tipos de amostras. Tal metodologia possui boas sensibilidade (baixo limite de deteccédo) e
seletividade, além de rapidez e simplicidade nas anélises. Sendo assim, € considerada de
baixo custo e “limpa”, pois consome pouca quantidade de reagentes, o que implica em um
menor impacto ambiental (OLIVEIRA et al., 2012).
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Dentre as técnicas eletroanaliticas, a voltametria pode ser utilizada na determinacéo da
atividade antioxidante de compostos organicos. Esta técnica fornece informacdes acerca da
transferéncia de elétrons que ocorre na interface do eletrodo de trabalho e solucéo e se baseia
em trés parametros que ocorrem durante a eletrélise: corrente elétrica, voltagem e tempo
(JOVANOQVIC et al, 1996).

A voltametria de pulso diferencial € uma técnica voltamétrica bastante util para a
realizacdo de andlises eletroanaliticas e avaliagdo do potencial oxidante e/ou redutor. Ela
apresenta algumas vantagens sobre outras metodologias voltamétricas principalmente por
possuir uma maior sensibilidade quando comparada a voltametria ciclica, aliada a uma melhor

resolucéo de picos quando comparada a outras técnicas eletroanaliticas (MASEK et al., 2014).

A comparacéao entre voltamogramas de espécies puras e amostras complexas também
permite que sejam feitas presuncdes acerca da natureza dos antioxidantes presentes na
amostra (REIS et al., 2009). O primeiro passo na voltametria é representado pela aplicacéo de
um potencial a uma célula eletroquimica, composta por trés eletrodos, o de referéncia, o de
trabalho e o auxiliar. O potencial € aplicado na forma de varredura, ou seja, a velocidade dele
varia de forma constante em funcéo do tempo decorrido. A aplicacdo do potencial promove a
ocorréncia de reacdes de oxirreducdo (reacdes faradaicas) na superficie do eletrodo de
trabalho, o que gera uma corrente elétrica. A medida dessa corrente em funcao do tempo da
origem uma curva chamada de voltamograma. A intensidade da corrente gerada esta
relacionada com a quantidade de antioxidantes ou espécies eletroativas presentes na amostra
(SA, 2013).

O voltamograma de pulso diferencial da morina e do LaBiocon 100 est&o representados
a seguir nas figuras 32 e 33, respectivamente.
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Figura 31: Voltamograma de pulso diferencial da morina.

00 02 04 06 08 10 12
EIV (vs. AgIAGCIKCI_)

Legenda: Voltamogramas de Pulso Diferencial da morina obtido em 1 mL de solug¢édo de tampé&o fosfato 0,1 M
(pH 6,0) para 150 mL de solugéo da amostra, primeira varredura (linha reta), segunda varredura (linha pontilhada),
terceira varredura (linha tracejada): amplitude de pulso de 50 mV, largura de pulso de 0,4 s, e velocidade de
varredura de 5 mV/s.

Fonte: Autor.

Figura 32: Voltamograma de pulso diferencial do LaBiocon 100.

0,0 0,2 0.4 0.6 0.8 1,0 1,2
E IV (vs. Ag/AgCl/IKCI_ )

Legenda: Voltamogramas de Pulso Diferencial do Labiocon 100 obtido em 1 mL de solucdo de tampé&o fosfato
0,1 M (pH 6,0) para 150 mL de solucdo da amostra, primeira varredura (linha reta), segunda varredura (linha
pontilhada), terceira varredura (linha tracejada): amplitude de pulso de 50 mV, largura de pulso de 0,4 s, e
velocidade de varredura de 5 mV/s.

Fonte: Autor

A partir dos voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solucdo tampé&o fosfato 0,1
M, pH 6,0 é possivel observar dois picos de oxidagdo no composto morina, sendo o pico 1 em
Epla =+ 0,30 V e 0 pico 2 em Ep2a =+ 0,92 V. No voltamograma da morina, corrente de pico
1 é mais elevada quando comparada com a corrente de pico 2, o que esta de acordo com a
maior atividade de eliminag&o de radicais associada com a oxidacdo da porgéo de anel B. A

atividade antioxidante dos flavondides € principalmente determinado pelos sitios mais reativos,
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isto €, aqueles associados com o anel B (PIEROZYNSKI; ZIELINSKA, 2010; GIL; COUTO,
2013).

Jéa a amostra Labiocon 100 apresentou picos em Epla =+ 0,27V, Ep2a =+ 0,45V, Ep3a
=+ 0,70 V, Epda =+ 0,82 V e Ep5a =+ 0,97 V. De acordo com Enache (2011), a eficiéncia dos
compostos antioxidantes € avaliada através do potencial em que ocorre a oxidacéo, ou seja,
compostos cujos picos de corrente que ocorrem em potenciais baixos (< 0,7 V) possuem uma
maior capacidade doadora de elétrons, tornando-se, consequentemente, bons eliminadores

de radicais livres.

O grande nuamero de picos € indicativo ndo apenas da presenca de polifendis, mas
também de que esses polifendis podem apresentar um padréo diferente de substituicdo. De
fato, a eletroatividade dos flavondides diz respeito aos anéis B e A, nos quais 0S grupos
fendlicos determinam o perfil eletroquimico. No entanto, outros tipos de substituintes como
metoxilo, acetilésteres, glicosideos e ceto possuem influéncia secundaria no comportamento

redox e na formacéo de produtos de oxidagédo (ARRIBAS, 2012).

Como o comportamento redox esta diretamente relacionado ao padrao do fenol, o efeito
de outros substituintes ndo pode ser negligenciado. A influéncia do substituinte ndo eletroativo
em potenciais de pico e reacdes gerais de eletrodos € expressa por efeitos eletrénicos e
estéricos, o que também pode ter um efeito substancial sobre as propriedades de solubilidade
e difusdo. Por sua vez, tais propriedades ndo s6 podem alterar o comportamento redox, mas
também a atividade antioxidante em condicfes fisiologicas (PIEROZYNSKI; ZIELINSKA,
2010).

Grupos volumosos podem prejudicar estericamente as reacdes dos eletrodos. Por
exemplo, as antocianidinas apresentaram maior atividade antioxidante e potenciais de pico
ligeiramente mais baixos que as antocianinas, o que concorda com o efeito de impedimento
estérico das porcdes de agucar. Por outro lado, o efeito de impedimento estérico na
transferéncia de elétrons também é expresso pela queda das correntes maximas em
experimentos realizados em concentracdes equimolares. Como exemplo, os voltamogramas
obtidos para a quercetina apresentaram correntes de pico mais altas que o seu glicosideo
derivado (rutina). Assim, embora em tais casos o numero de elétrons transferidos seja o
mesmo, a taxa de reacdo dos eletrodos pode nao ser (GIL; COUTO, 2013; MASEK et al.,

2014).
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4.12. ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.1.1. Avaliacdo das concentracdes inibitéria minima e fungicida

O fungo Cryptococcus neoformans € predominantemente oportunista e cosmopolita. Ele
€ 0 principal agente etiolégico da criptococose, doenca que possui alta taxa de mortalidade
entre 0s pacientes, especialmente em paises com desenvolvimento socioeconémicos
limitados (SRICHATRAPIMUK; SUNGKANUPARPH, 2016). Dentre os principais fatores de
risco para o desenvolvimento da gravidade da doenga estdo: virus da imunodeficiéncia
humana, linfomas, gravidez, transplante de oOrgaos solidos, cancer, doencas autoimunes,
diabetes e tuberculose (LAZERA et al. 2005)

A criptococose evoluiu para uma importante doenca fungica invasiva durante o Gltimo
século. No entanto, seu arsenal terapéutico € em grande parte limitado a trés antifingicos
usados isoladamente ou em combinacdo, anfotericina B, 5-flurocitosina e fluconazol. Nao
obstante, o uso destes desses farmacos deve ser cauteloso, uma vez que podem causar
severos efeitos hepatotoxicos e nefrotoxicos gerando grande prejuizo aos pacientes
(PERFECT; BICANIC, 2015).

As leveduras pertencentes ao complexo C. neoformans sdo comumente encontradas
em excretas de pombos, solo e madeira em decomposicdo. A infeccdo pode ser adquirida
apos a inalacao de propagulos infectantes, basididosporos ou leveduras desidratadas presentes
no meio ambiente. Ao alcancarem os alvéolos pulmonares inicia-se a infeccao primaria, que
através da disseminacdo hematogénica podem causar lesdes cutdneas ou sistémicas. A
meningite criptococica é a mais frequente forma clinica da doenca relatada entre pacientes
com o virus da imunodeficiéncia humana, acometendo cerca de 80% desses pacientes (HUNG
et al., 2007, JARVIS et al., 2014)

Relatos recentes tém descrito o0 aumento, na ultima década, da concentracao inibitoria
minima (CIM) dos isolados de C. neoformans tanto para o fluconazol, quanto, em menor grau,
para a anfotericina B (CHEN et al., 2014; SMITH et al., 2015).

Apesar da escassez de novas classes de antifiingicos que chegaram ao mercado nos
ultimos anos, abordagens inovadoras para a descoberta de farmacos vém impulsionado

investigacdes sobre estratégias terapéuticas alternativas. A este respeito, flavonoides tém
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ganhado interesse por sua notavel e diversificada agéo biolégica (ABED et al., 2015; FILHO et
al., 2016).

Foram avaliadas as concentracdes inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM) do
flavondide morina e do seu derivado, LaBiocon 100, frente a dois isolados do género C.
neoformans provenientes do liquido céfalo-raquidiano de pacientes com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, obtidos através de coletas no Hospital de Doencas Tropicais do
Estado de Goids (HDT) e uma cepa padrdo de C. gattii ATCC 24065, cujos resultados
encontram-se representados nas tabelas 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6: Resultados das concentracdes inibitoria e fungicida minimas da morina em isolados
do complexo Cryptococcus.

Morina
Isolados CIM (png/mL) CFM (pg/mL)
L4 16 >32
L18 256 >512
ATCC 24065 23 >128

Legenda: Avaliacdo da CIM e CFM do composto morina para dois isolados de C. neoformans e uma cepa de C.
gattii ATCC 24065.

Tabela 7: Resultados das concentracfes inibitoria e fungicida minimas do LaBiocon 100 em
isolados do complexo Cryptococcus

Composto Labiocon 100

Isolados CIM (ug/mL) CFM (ng/mL)
L4 64 >256
L18 128 >512
ATCC 24065 64 >256

Legenda: Avaliacdo da CIM e CFM do composto LaBiocon 100 para dois isolados de C. neoformans e uma
cepa de C. gattii ATCC 24065.

Os resultados de suscetibilidade in vitro aos compostos bioativos morina e LaBiocon
100 mostraram que estes exerceram atividade antifingica ao inibir o crescimento das amostras
de leveduras do complexo C. neoformans em concentracdes de 16 a 256 pg/mL para o

flavonoide morina e de 64 a 128 pug/mL para o seu derivado.
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Através da comparacédo entre as CIM dos compostos frente as cepas testadas, é
possivel observar que para o isolado de C. neoformans (L18) o composto LaBiocon 100 obteve

uma melhor performance, uma vez que sua CIM foi menor.

De acordo com a classificacdo de Holetz e colaboradores (2002), extratos, fracbes ou
compostos que possuem CIM < 100 pg/mL, sédo considerados com bom potencial inibitorio, ja
CIM’s que variam de 100 a 500 ug/mL possuem uma atividade inibitéria moderada, CIM’s de
500 a 1000 pg/mL possuem atividade fraca e CIM = 1000 pug/mL o composto € considerado
inativo. Sendo assim, de acordo com os isolados testados, os resultados mostraram que
ambos os compostos apresentam bom perfil antifingico e possuem grande potencial em

pesquisas de novas substancias a serem utilizadas no tratamento de criptococose.

A CFM pode ser definida como a menor concentracao dos farmacos capaz de inibir o
crescimento total do fungo ou no maximo até o crescimento de duas col6nias em agar. As
CFM’s encontradas neste estudo foram pelo menos trés vezes o valor das CIM’s tanto para a
morina quanto para o LaBiocon 100, sugerindo um carater fungistatico por parte dos
compostos (BARCHIESI et al., 1995).

4.13. AVALIACAO PRELIMINAR DA CITOTOXICIDADE

Ensaios hemoliticos sdo importantes ferramentas utilizadas na avaliacdo da
citotoxicidade de composto naturais. Estes sdo empregados pois compostos que possuem
potente atividade biol6gica podem néo ser Uteis em preparacfes farmacoldgicas se possuirem
efeito hemolitico. Os testes com eritrécitos sdo amplamente utilizados uma vez que
apresentam indicacao direta de toxicidade de compostos frente a membrana celular. Outra
vantagem desse ensaio € a facilidade no isolamento das células e a semelhancga da membrana
com outras membranas celulares (ZOHRA; FAWZIA, 2014).

Os compostos Morina e Labiocon 100 foram diluidos em diferentes concentragdes e
avaliados quanto a sua capacidade citotoxica em eritrocitos de carneiro (Figura 34).
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Figura 33: Ensaio de atividade hemolitica realizado com o composto Labiocon 100 em
concentragdes de 512 yg/mL a 4 pg/mL
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Legenda: (CN) controle negativo: sangue em tampé&o PBS e (CP) Controle positivo: Triton X-100 a 1%.

ApoOs a realizagdo dos célculos obtidos com os resultados da andlise de absorbéancia,
foi possivel tracar o grafico 3, no qual este apresenta a porcentagem de heméacias lisadas

guando tratadas com a morina e quanto tratadas com o derivado LaBiocon 100.

Grafico 3: Teste de citotoxicidade em heméacias com a morina e o Labiocon 100.
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Legenda: Grafico do resultado da citotoxicidade em hemacias dos compostos morina (vermelho) e LaBiocon 100

(verde).

Os ensaios de toxicidade realizados demonstraram que as porcentagens de hemdlise
para a morina nas concentragbes de 4 a 512 yg/mL foram de 0,2 a 12%. Ja o LaBiocon 100
obteve porcentagens de lise entre 0,2 a 3,2%, apresentando assim, uma menor porcentagem

de hemacias lisadas quando comparado nas mesmas concentracdes da morina.

Os resultados mostraram que o composto LaBiocon 100 apresentou baixo potencial
citotoxico, causando 3,2% de hemolise em sua maior concentragao testada, o que o torna um

composto promissor.
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4.14. ESTUDOS in silico

4.14.1. Previsdo do Metabolismo

Foi realizada através do software MetaPrint2D-React a previsédo in silico dos provaveis
metabdlitos sugeridos a molécula da morina. Essa plataforma online permite o desenho de
estruturas e a consulta das regides de maior predisposicdo metabdlica, utilizando analise
estatistica de transformacdes conhecidas e ja relatadas na literatura cientifica (PIECHOTA et
al., 2013).

Os atomos de um composto em que as transformacdes metabolicas sédo centradas sao
chamados de sitios de metabolismo (SOUSA et al., 2013). Os locais de maior probabilidade
de ocorréncia de reacfes na molécula de morina e que foram apresentados pelo programa
estdo demonstrados na figura 35, onde as cores vermelha, amarela e verde indicam maior,

intermediaria e menor probabilidade de ocorréncia, respectivamente.

Figura 34: Previsdo do metabolismo in silico da morina.

Glicuronidagéo

Sulfatagao Glicuronidacéo

Hidroxilagdo

Metilag&o Sulfatago B Maior probabilidade de ocorréncia

Metilagao

Glicosilacao Dehidrogenacéo

Intermediaria Probabilidade de ocorréncia

Acilacdo Metilag&o Glutationagdo

- Baixa probabilidade de ocorréncia
Acetilacdo Glicosilacdo

Fosfatacao

88



Além disso, o MetaPrint2D-React pode fazer previsées sobre uma grande variedade de
reacOes, é capaz de prever os tipos de transformacdo que pode ocorrer no local do
metabolismo e o provavel metabolito formado. E possivel notar que, para a morina, as posicdes
8 e 4’ sao as regides de maior probabilidade metabdlica e cujas principais reacdes previstas
estdo reacOes de glicuronidacao, sulfatacdo, metilacdo, glicosilacéo, acilacédo, acetilacdo e
fosfatagc&o. Isso culmina com os resultados obtidos, uma vez que os produtos formados, que
foram caracterizados, sofreram reagdes de metilagao e glicosilagédo, na posi¢céo 4’ da molécula

de morina.

A reacdo metabdlica de um xenobibtico consiste em uma série de processos, incluindo
a ligacdo do substrato a enzima, reacao catalitica de um substrato pela enzima e liberacao de
um metabolito da enzima. Forcar técnicas de ancoragem baseadas em campo podem imitar
este processo de formacédo complexa e os movimentos dinamicos do complexo substrato-
enzima. A orientagdo do substrato dentro do sitio ativo de um CYP & um fator crucial para
metabolismo mediado pelo CYP. Portanto, os estudos de encaixe podem ser particularmente
Uteis para obter seletividade e informacfes sobre compostos potenciais e podem ser usados
para prever os sitios de metabolismo e possiveis metabolitos toxicos de compostos potenciais
(SOUSA et al., 2013).

4.14.2. Potenciais Atividades Bioldgicas

A IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) define a modelagem
molecular como a investigacédo das estruturas e das propriedades moleculares por meio do
uso de quimica computacional e técnicas de visualizacdo grafica com o objetivo de fornecer
uma representacdo tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias (SANT'ANNA,
2002).

O grande numero de alvos biologicos para o planejamento de farmacos requer o
emprego de estratégias de elevado desempenho que sejam capazes de reduzir custos e tempo

na identificagdo de novos compostos ativos.

Técnicas de triagem virtual (VS - virtual screening) tem se destacado como estratégia

para identificacdo de compostos. Por meio de ferramentas de predigcéo de atividades biologicas
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€ possivel investigar as provaveis funcdes ativas que um novo composto pode ter no

organismo.

O software PASS (Prediction of activity spectra for substances) é um aplicativo que
prevé o espectro de atividade biologica de um composto relacionado com a sua estrutura.
Seguindo o principio de que a atividade bioldgica de um composto equivale a sua estrutura as
ferramentas de previsdo PASS sao construidas usando 20.000 compostos principais do banco
de dados MDDR (produzido pela Accelrys e Prous Science). O banco de dados contém mais
de 18.0000 compostos biologicamente relevantes e é constantemente atualizado
(PARASURAMAN, 2011).

A versao 10.1 do PASS é capaz de predizer 4.130 tipos de atividades biol6gicas com
uma acurécia na previsao de cerca de 95%. Atualmente, a lista de atividades previsiveis inclui
501 efeitos farmacoterapéuticos, 3.295 mecanismos de acédo, 57 efeitos adversos e toxicos,
199 mecanismos metabdlicos, 29 atividades relacionadas a expressao génica. Os resultados
da predicdo PASS sdo dados como uma lista de atividades biologicas, para as quais a
diferenca entre probabilidades de ser ativa (Pa) e ser inativa (Pi) é calculada (LAGUNIN et al.,
2011).

4.14.2.1. Atividade Antioxidante

A ferramenta PASS online forneceu as possiveis atividades biolégicas da morina e de
seus derivados obtidos através da reacéo utilizando a cepa de B. bassiana ATCC 7159 como
catalisadora. A previsdo das atividades biol6gicas antioxidante, inibidora da peroxidacao
lipidica e sequestrante de radicais livres apresentaram probabilidade de atividade (PA) maior
gue 0,700 para os trés derivados (metilado, glicosilado e metilglicosilado) cujos resultados

obtidos estdo expressos no grafico 4.

90



Grafico 4: Avaliacédo da probabilidade de atividades biolégicas pelo programa PASS.
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Fonte: Autor.

Através do gréfico é possivel observar que para a atividade antioxidante o derivado
glicosilado (Pa = 0,881) apresenta um melhor desempenho quando comparado com 0sS outros
derivados e com a propria morina (Pa = 0,858), os derivados metilado e metilglicosilado

também abresentaram bons resultados com Pa = 0, 766 e 0,835, respectivamente.

A peroxidacao lipidica é o processo pelo qual as espécies reativas de oxigénio agridem
os acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipideos das membranas das células,
desintegrando-as e permitindo a entrada dessas espécies nas estruturas intracelulares. A
fosfolipase ativada pelas espécies toxicas desintegra os fosfolipideos e libera os &cidos graxos
ndo saturados, isso resulta nas seguintes acdes deletérias dos peroxidos lipidicos: (i) ruptura
das membranas celulares, (ii) mutacdes do DNA, (iii) oxidacdo dos lipideos insaturados, (iv)
formacdo de residuos quimicos e etc. Com isso existe um grande interesse no estudo dos
antioxidantes devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no
organismo. Os resultados dos derivados obtidos foram promissores tanto para 0 mecanismo
de inibicdo da peroxidacao lipidica quanto para o sequestro de radicais livres, apresentado
valores melhores que o produto de partida (morina) e demonstrando assim o potencial dos

novos produtos.
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4.14.2.2. Atividade Antifungica

A probabilidade de atividade antifingica para a morina e os seus derivados foi avaliada

no programa PASS onde foi possivel obter os dados reportados no gréafico 5.

Grafico 5: Avaliacédo da probabilidade de atividade antifangica pelo programa PASS.
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De acordo com o grafico 5 € possivel observar que o derivado majoritario purificado e
caracterizado como derivado metilglicosilado da morina possuiu uma maior probabilidade de
atividade (Pa=0,720) quando o mesmo foi comparado com a morina (Pa = 0,474) e o0s outros
derivados metilado (Pa = 0,459) e glicosilado (Pa = 0,695).

O resultado encontrado através de estudos in silico quando culminado com os obtidos
na avaliacdo do efeito do derivado frente a cepas de Cryptococcus resistentes a fluconazol,
inferem que a modificag&o estrutural ocorrida no composto pode influenciar no mecanismo de

acao do mesmo.
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5 CONCLUSAO
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que:

1. Dentre as 18 (dezoito) cepas avaliadas na triagem utilizando a morina como produto de
partida, 10 (dez) cepas foram capazes de catalisar a reacao de formac&o de novos derivados.
2. A Beauveria bassiana ATCC 7159 foi o micro-organismo selecionado para o ensaio em
escala semi-preparativa uma vez que ao final do periodo de incubagdo havia consumido toda
a morina e obtido uma maior quimiodiversidade, produzindo 3 derivados.

3. Apés avaliacdo, o tempo estabelecido para as reacdes foi de 96 horas numa concentracao
de 0,25 mg/mL de substrato e no meio de glicose.

4. Foi possivel a identificacdo através de Espectrometria de Massas dos derivados glicosilado,
metilado e metilglicosilado da morina.

4. O produto majoritario foi um derivado inédito, metilglicosilado, o qual foi obtido através da
acao de duas enzimas em uma Unica etapa reacional.

5. O produto majoritario foi purificado, caracterizado através de Espectrofotometria na regiao
do UV, RMN de 'H e de 13C e Espectrometria de Massas e teve suas atividades antioxidante,
antifingica e citotoxicidade em hemacias avaliadas.

6. Ensaios eletroguimicos mostraram uma boa atividade antioxidante para a morina e para o
produto metilglicosilado uma vez que possuiram inimeros grupos doadores de elétrons.

7. O produto metilglicosilado apresentou boa atividade antifungica frente a cepa L18 de C.
neoformans.

8. A citotoxicidade em hemacias do produto obtido (metilglicosilado) apresentou um melhor
resultado, uma vez que esse lisou 3,2% de hemacias enquanto que a morina lisou 12% das
hemacias nas mesmas concentrac¢des (512 pg/mL).

9. O produto majoritario caracterizado morina 4’-O-B-D-(4”-O-metil) glucopiranosideo

confirmou o local de reacao fornecido previamente pela in silico.
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7.6. RMN HSQC Morina

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to
www_acdlabs. com/nmrproc/
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7.7. RMN HSQC LaBiocon 100

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to
www_acdlabs. com/nmrproc/
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7.8. RMN HMBC Morina

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to
www_acdlabs. com/nmrproc/
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7.9. RMN HMBC LaBiocon 100

This report was created by ACD/NMR Processor Academic Edition. For more information go to
www_acdlabs. com/nmrproc/

LABIOCON 611.200.001 2RR.esp

F1 Charmical Srift jpprm)

F2 Chemical Shift {ppm)

117



