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RESUMO

Os processos de biotransformacdo ocupam papel importante na derivatizacéao
quimica, uma vez que as enzimas e seus cofatores sdo gerados in situ, atuando
como catalisadores eficientes que modificam as estruturas quimicas de diferentes
substratos. Em geral, as reacdes de biotransformacdo apresentam elevada
seletividade, além de obedecerem aos preceitos da Quimica Verde. Os compostos
fendlicos apresentam inimeras atividades biolégicas e sdo Uteis para diversos
setores industriais para producdo de derivados com alto valor agregado. Baseando-
se nisso, no presente estudo, foram analisadas as biotransformacdes de trés
substancias fendlicas, empregando duas linhagens de fungos filamentosos:
Trametes versicolor ATCC 200801 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. O fungo
T. versicolor é fonte tradicional para obtencdo da enzima lacase (uma
oxidorredutase) em elevados rendimentos. Estudo utilizando Aspergillus brasiliensis
foi realizado para verificar o comportamento das substancias fendlicas frente a
enzimas flngicas distintas. Os perfis quimicos das biotransformacdes foram
avaliados utilizando Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector de Arranjos de Diodos (CLAE-DAD) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), o que
permitiu a selecdo dos processos mais promissores para a biotransformacéo dos
substratos avaliados. Os derivados obtidos foram isolados por coluna cromatografica
utilizando silica gel como fase estacionaria e como fase mével gradiente formado por
acetato de etila, hexano e metanol. Técnicas espectroscopicas e espectrométricas
foram empregadas na determinacdo das estruturas quimicas dos derivados. Foi
possivel observar que o fungo T. versicolor biotransformou somente o0 p-cumarato de
metila, resultando na formacédo de trés derivados: acido cumarico, com rendimento
12,18 %; cafeato de metila, com rendimento 3,56 %; e (E)-3-(4-metOxifenil) acrilato
de metila (identificado em mistura). Ja as biotransformacfes empregando A.
brasiliensis resultaram na conversdo do p-cumarato de metila em trés derivados
(detectados por CG-EM): acetofenona, 1-(4-hidréoxifenil) propano-1,3-diol e 4-(3-
hidroxipropil) benzeno-1,3-diol; além da converséo do ferulato de metila em (2)-3-(4-
hidréxi-3-metoxifenil)-3-metoxiacrilato de metila, com rendimento de 10,31 %. Em
seguida, as reacOGes de biotransformacdo dos trés substratos fendlicos por T.
versicolor foram estudadas por ensaios in silico. Considerou-se que a enzima
presente majoritariamente no meio reacional foi a lacase e utilizou-se a técnica de
acoplamento molecular. Os programas AutoDock v.4.2 e Pymol possibilitaram uma
previsdo da orientacdo e da conformacdo preferencial que os substratos fenolicos
assumiram no sitio ativo da lacase. Os resultados apontaram que os trés substratos
interagiram espontaneamente com o receptor biolégico, porém com diferentes
valores de energias livres (AG): AG p-cumarato de metila = - 6,89 Kcal.mol*, AG
ferulato de metila = -7,37 Kcal.mol™ e AG cafeato de metila = — 7,55 Kcal.mol™. O
complexo ligante-proteina constituido por p-cumarato de metila-lacase mostrou ser o
menos estavel, sendo este sistema passivel da ocorréncia de biotransformacéo por
T. versicolor. Assim, foi possivel demonstrar que o p-cumarato de metila interagiu
com o sitio da lacase, levando a formacdo de derivados que pudessem resultar em
complexos mais estaveis, permitindo dessa forma, a ocorréncia das reacdes de
hidrolise, hidroxilacdo e metoxilacéo.

Palavras chave: Biotransformac¢&o. Fungos filamentosos. Substancias fendlicas.
Acoplamento molecular.



ABSTRACT

Biotransformation processes have an important role in chemical derivatization since
the enzymes and their cofactors are generated in situ, and them as efficient catalysts
that modify different substrates. In general, biotransformation reactions present high
selectivity and are according to the Green Chemistry principles. Phenolic compounds
have numerous biological activities and are useful for several industries to producing
derivatives with high added value. Within this context, in the present study, the
biotransformations of three phenolic substances were analyzed using two strains of
filamentous fungi: Trametes versicolor ATCC 200801 and Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404. The fungus T. versicolor is a traditional source for the enzyme laccase
(an oxidoreductase). A study using Aspergillus brasiliensis was performed to verify
the behavior of phenolic substances against different fungal enzymes. The chemical
profiles of the biotransformations were evaluated by using Thin Layer
Chromatography (TLC), High-Efficiency Liquid Chromatography coupled to Diode
Array Detector (HPLC-DAD) and Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry (GC-MS), and the most promising processes for the biotransformation
of the evaluated substrates were selected. The obtained derivatives were isolated by
chromatographic column using silica gel as the stationary phase and ethyl acetate,
hexane and methanol as the mobile phase. Spectroscopic and spectrometric
techniques were used to determine the chemical structures of the derivatives. It was
possible to observe that T. versicolor biotransformed only methyl p-coumarate,
resulting in the formation of three derivatives: cumaric acid, yield of 12.18 %; methyl
caffeate, yield of 3.56%; and (E)-methyl-3- (4-methoxyphenyl) acrylate (identified in
mixture). Biotransformations by A. brasiliensis resulted in the conversion of methyl p-
coumarate into three derivatives (detected by GC-MS): acetophenone, 1-(4-
hydroxyphenyl) propane-1,3-diol and 4-(3-hydroxypropyl) benzene-1,3-diol; methyl
ferulate was Dbiotransformed into (4)-methyl-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-
methoxyacrylate (10.31 % yield). Additionally, the biotransformation of the three
phenolic substrates by T. versicolor was studied by in silico assays. It was
considered that the enzyme present in the reaction medium was laccase and the
molecular docking was carried out. The AutoDock v.4.2 and Pymol softwares
provided a prediction of the orientation and preferential conformation that the
phenolic substrates took on the active site of laccase. The results indicated that the
three substrates interacted spontaneously with the biological receptor, but with
different free energy values (AG): AG p-methyl coumarate = -6.89 Kcal.mol™, AG
methyl ferulate = -7, 37 Kcal.mol™ and AG methyl caffeate = -7.55 Kcal.mol™. The
ligand-protein complex consisting of methyl p-coumarate-laccase was the least
stable one, being this system possible explaining the occurrence of biotransformation
of this substrate by T.versicolor. Thus, it was possible to demonstrate that methyl p-
coumarate interacted with the laccase site, leading to the formation of derivatives that
could result in more stable complexes, thus allowing the occurrence of hydrolysis,
hydroxylation and methoxylation reactions.

Keywords: Biotransformation. Filamentous fungi. Phenolic substances. Molecular
coupling.
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1. INTRODUCAO

Historicamente o homem explora a natureza na busca por produtos
naturais, que possuem diferentes aplicacfes. Nesta contextualizacéo, pode ser
citado o uso empirico e tradicional das plantas medicinais. Varias populactes
foram acumulando e transmitindo as geragfes seguintes os conhecimentos
relacionados ao uso das plantas medicinais, cujo o objetivo geral era curar ou
amenizar enfermidades (ARAUJO, 2015). Atualmente, os produtos naturais tém
despertado o interesse de muitos setores industriais devido as inumeras
aplicacdes, ou seja, estes podem ser utilizados na producdo de corantes,
fibras, agentes aromatizantes, perfumes, farmacos, entre outros. Considerando
que os produtos naturais possuem propriedades bioldgicas interessantes,
muitas pesquisas estdo sendo direcionadas para a descoberta de novos
farmacos a partir de fontes naturais, principalmente daqueles que possam ser
Gteis no tratamento de doencas como o cancer e agquelas consideradas
infecciosas.

Os produtos naturais, também denominados como metabdlitos
secundarios, sao biossintetizados por vias especificas e sdo classificados de
acordo com o padrdo estrutural presente em suas estruturas quimicas. Os
metabdlitos secundarios fendlicos constituem um grupo que desenvolvem
importantes funcdes nas plantas, e sdo biossintetizados em parte como
resposta a fatores ecoldgicos e fisioloégicos. No reino vegetal, eles tém a
finalidade de atrair polinizadores por conferirem cores as plantas, possuem
também acdo protetora contra radiacdo, possuem acdo alelopética, tém o
potencial de proteger as plantas contra o0 ataque de patdégenos e insetos
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013). Os compostos fendlicos podem
desempenhar inimeras atividades bioldgicas interessantes, como antioxidante,
anti-alérgica, antiviral, acdo vasodilatadora, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
anticancer e antidiabética (CIANCIOSI et al., 2018). A via do chiquimato é a
principal responsavel pela biossintese de diversos compostos fendlicos em
muitos organismos, incluindo plantas, bactérias, fungos e alguns protozoarios

(STARCEVIC, 2008). Essa via biossintética possui alguns intermediarios-
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chave, como os acidos cumarico, cafeico e ferdlico, os quais apresentam
elevado potencial biologico.

Estudos de biotransformacdo correspondem a uma das alternativas
empregadas para obtencdo de derivados dos produtos naturais com as
maiores taxas de sucesso. As reacOes de biotransformacdo podem ser
catalisadas por micro-organismos nao patogénicos, que por sua vez
apresentam diversas vantagens, pois conduzem a processos sustentaveis de
derivatizacdo quimica, e, em muitos casos podem substituir oS processos
quimicos tradicionais. As reacOes de biotransformacdo podem ocorrer a
temperatura ambiente e sob condi¢cdes normais de pressdo, além de evitar a
formacéo de subprodutos (GONCALVES; MARSAIOLI, 2013). Os interesses no
estudo e desenvolvimento da biotransformacao, explicam-se pela possibilidade
da bioconversdo de diferentes substratos em produtos desejados com alta
eficiéncia. Outra vantagem € que o processo da biotransformacao obedece aos
principios da Quimica Verde, uma vez que utiliza reagentes de partida que
minimizam os impactos ambientais (AGUIAR et al., 2014).

O presente estudo propds a investigacdo da biotransformacédo de
alguns compostos fendlicos (substratos), os quais sao intermediarios-chave da
via biossintética do chiquimato. As reacdes de biotransformacao foram
catalisadas por diferentes fungos filamentosos. Os estudos sobre a
biotransformacdo dos intermediarios biossintéticos da via do chiquimato
(compostos fendlicos), tornam-se importantes no sentido que a derivatizacao
biologica pode resultar no fornecimento de andlogos estruturais dos
metabdlitos secundarios fendlicos provenientes dessa via, que posteriormente
poderdo ser utilizados no desenvolvimento de novos prototipos para farmacos.
Adicionalmente, foram realizados ensaios computacionais de acoplamento
molecular para a predicdo das interacdes entre os substratos fendlicos e as

enzimas fangicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter derivados naturais de ésteres metilicos de trés derivados de

acidos cinamicos, 0s quais sdo intermediarios da via biossintética do

chiguimato, a partir dos processos de biotransformacdo empregando fungos

filamentosos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

f)

9)

Realizar a biotransformacdo dos substratos fendlicos selecionados por
diferentes periodos de tempo e por dois fungos filamentosos;

Avaliar os perfis quimicos dos derivados obtidos, por meio de CCD,
CLAE-DAD e CG-EM,;

Selecionar 0s processos mais promissores para a derivatizacao de cada
substrato, mediante avaliacdo dos perfis quimicos, para o0

desenvolvimento das biotransformagfes em escala preparativa,;

Realizar a biotransformacdo dos substratos em escala preparativa,

utilizando-se dos processos selecionados;

Isolar os derivados empregando técnicas cromatograficas;

Identificar as estruturas quimicas dos derivados, utilizando técnicas

espectroscopicas e espectrometricas;

Realizar ensaios computacional de acoplamento molecular que
permitam a investigag&do sobre as interagdes enzima-substrato ocorridas

no sitio ativo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 A quimica de produtos naturais

O uso da medicina tradicional no tratamento de muitas doencas,
impulsionou a investigacdo e a descoberta de novos farmacos a partir dos
recursos disponiveis na natureza (VIEIRA et al., 2017). Historicamente, os
produtos naturais sempre foram essenciais para a producédo de medicamentos
e, as razdes estdo associadas a capacidade dos organismos vivos produzir
metabdlitos estruturalmente complexos, diversificados e com atividade
biol6gica promissora (HEINRICH et al., 2012).

Os produtos naturais tém ganhado cada vez mais espago na academia
cientifica, uma vez que 0s mesmos sao atrativos principalmente para a
industria farmacéutica, indastria quimica, alimenticia e de cosméticos. Pinto e
colaboradores (2002) apontam a Quimica de Produtos Naturais como sendo a
area mais antiga dentro da Quimica brasileira, e que talvez possua 0 maior
nameros de pesquisadores. Outra vantagem apontada nas investigacdes com
0os produtos naturais, esta na obtencdo de substancias enantiomericamente
puras, importantes para o desenvolvimento farmacéutico (PINTO et al., 2002).
Em relacdo as pesquisas académicas realizadas na area da Quimica de
Produtos Naturais, Pupo e colaboradores (2007) afirmam que a maioria dos
trabalhos estdo voltados para o isolamento e identificacdo de substancias,
muitos desses associados aos ensaios biolégicos ou estudos
quimiotaxondmicos.

Araujo (2015) define os produtos naturais como sendo produtos
principalmente de origem vegetal, usados para o tratamento de mudultiplas
afeccdes. Chintoju e colaboradores (2015), descrevem um produto natural
como sendo um composto organico, produzido por meio das vias do
metabolismo secundario presentes nos organismos vivos. O metabolismo, por
sua vez, é definido como o conjunto total das transformagfes quimicas que
ocorrem nas células vivas. Essas reacdes possuem certas orientacdes devido

a presenca de enzimas especificas, estabelecendo, assim, as vias
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biossintéticas (PEREIRA; CARDOSO, 2012). O metabolismo priméario € comum
a todos os organismos vivos e atua nas fungles vitais, relacionadas ao
crescimento, desenvolvimento e reproducdo, sendo este responsavel pela
sintese de celulose, lignina, acucares, proteinas, lipideos, acidos nucleicos,
entre outros. Por outro lado, o metabolismo secundario tem distribuicéo restrita,
ou seja, é limitado a alguns organismos como plantas, micro-organismos e
alguns animais, e, geralmente atua no mecanismo de defesa, sendo este
responsavel pela producdo dos compostos fendlicos, alcaloides, terpenoides e
policetideos (CUNHA et al., 2016). Muitos autores referem-se aos metabolitos
secundarios como produtos naturais ou micromoléculas. Os produtos naturais
possuem vasta diversidade quimica, ndo s6 em termos de diversidade
estrutural, mas também devido as varias atividades biolégicas apresentadas
(Tabela 1). Dessa forma, a quimiodiversidade aliada ao elevado potencial
biolégico vistos nos produtos naturais impulsionam diversos estudos que
geralmente visam a obtencdo de protoétipos para o desenvolvimento de novos
farmacos (GU et al., 2013).

Tabela 1: Exemplos de produtos naturais bioativos isolados de plantas (Fonte:
ARAUJO, 2015).

Produto natural Atividade Fonte para
Biolégica iIsolamento
Papaverina
~ Papaver
0 iti iferum
Espamolitico somni
o8
~0 %
Digoxina
o)
$s
\\ Cardiotbnico Digitalis
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Produto Natural Atividade Biologica Fonte para
isolamento
Acido Salicilico
COOH Antipirético e anti- Salix alba
inflamatorio
OH
Efedrina
i Ephedra
OH L
©)W/H Antialérgico sinica
~N
Cocaina
N— O Estimulante; Erythroxylum
Anestésico; coca
Supressor de apetite.
L. Papaver
Analgesico somniferum
Cafeina
Estimulante do sistema C_amell_|a
sinensis

\
/N\[J:N>
5 \

nervoso central

E importante destacar que existem na natureza outras fontes para

obtencdo de produtos naturais,

pesquisas com micro-organismos,

por exemplo, 0S micro-organismos. As

principalmente fungos filamentosos,

comecaram a ganhar espago nas pesquisas a partir de 1928, quando

Alexandre Fleming descobriu de forma acidental a penicilina. A descoberta de

novos produtos naturais isolados de micro-organismos, continua sendo de
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grande interesse para a producdo de farmacos (Tabela 2). A cultura de
diferentes células microbianas esta desempenhando um papel cada vez mais
significativo na descoberta de novos farmacos (KAMALI; HASHIM, 2018).
Micro-organismos exercem um papel fundamental na natureza, pois contribuem
para a estabilidade de diferentes ecossistemas, além de representarem
importante fonte de recursos genéticos com grande potencial biotecnologico, o
que contribui para a producdo de antibidticos, enzimas e substancias
biologicamente ativas (SILVA et al., 2017).

Tabela 2: Exemplos de produtos naturais bioativos isolados de micro-
organismos (Fonte: SILVA et al., 2015).

Produto natural Atividade bioldgica Micro-organismo

Penicilina G

H
N SJI Antibiético
o) =0
HO

Penicillium notatum

Daunorubicina

Streptomyces
peucetius
Antineoplasico
0 O OH O, o0
(K
NH,
Cloranfenicol
ol Streptomyces
o venezuelae
OH Cl Antibidtico
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Tabela 2. Continuacéo

Produto Natural Atividade bioldgica Micro-organismo

Mevastatina
Penicillium

0]
0 ;

H™

Cefalosporina C
H,N
3 H
HOOC NG S
o
0 el

COOH 0]

Cephalosporium

Antibidtico .
acremonium

Em muitos casos, a obtencédo de grandes quantidades de um produto de
origem natural inviabiliza o seu uso para a producao de farmaco, quer seja pelo
custo ou pela escassez de fontes renovaveis (OLIVEIRA® et al., 2012). Isso
pode ser explicado levando em consideracdo que durante o processo de
isolamento, as quantidades obtidas do produto natural de interesse na forma
pura, sao insuficientes para determinacao estrutural e avaliacdo da atividade
bioldgica. Além disso, tais compostos sdo produzidos em misturas complexas e
0os métodos analiticos atualmente disponiveis apresentam limitacbes na
separacao e deteccdo dos mesmos.

Diante do que foi discutido acima, uma alternativa para obtencdo de
produtos naturais € a semissintese. Nessa abordagem, os produtos naturais
sdo utilizados como materiais de partida para reacdes sintéticas. Podem ser
obtidos analogos estruturais, e, em muitos casos os efeitos farmacoldgicos
tornam-se mais potentes (KENNEDY, 2007).

Atualmente, os derivados semissintéticos vém sendo produzidos com

éxito, substituindo aqueles de origem natural por serem de mais facil aquisicédo
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(MACIEL et al., 2007). Entre as desvantagens da utilizacdo da semissintese na
obtencdo de produtos naturais estdo por exemplo, as limitacdes em sintetizar
derivados mantendo a estereoquimica, ou realizar certas modificaces
regioespecificas sem a necessidade de agentes enzimaticos durante o
processo (GARY et al., 2018).

3.2 Biossintese do acido cumaérico e derivados na via do chiquimato

Muitas pesquisas na area de Quimica de Produtos Naturais estdo
voltadas para obtencdo de compostos fendlicos devido a ampla variedade de
atividades biol6gicas que estes apresentam. As investigacfes acerca da
obtencdo desses compostos incluem estudos sobre a via biossintética que é
responsavel pela producdo dos mesmos (DZIALO et al., 2016). No entanto,
existem meétodos de estudos biossintéticos descritos na literatura que
consistem na marcacdo dos precursores e na utilizagdo de mutantes. Estes
métodos podem contribuir de forma significativa para o reconhecimento dos
precursores que deram origem ao metabdlito de interesse (ROMEK et al., 2015),
ou no caso de mutantes, bloquear vias biossintéticas que impossibilitem a
formacdo de metabdlitos indesejaveis, contribuindo para o acumulo do
metabdlito de interesse (CZECHOWSKI et al., 2016).

O &cido chiquimico, presente na via do chiquimato, € um precursor
simples e essencial para a formacdo de muitos produtos naturais, como 0S
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina, triptofano, acidos aromaticos
simples (por exemplo, acidos benzoico e gélico) e aldeidos aromaticos.
(HEINRICH et al., 2012). A via do chiquimato é a via biossintética presente
exclusivamente em plantas e micro-organismos (AVERESCH; KROMER,
2018). Esta via € responsavel pela biossintese de inimeros metabdlitos
secundarios fendlicos, como alcaloides, flavonoides, ligninas, lignanas,
cumarinas e alguns taninos. Muitos destes compostos sdo bioativos, € vém
desempenhando papéis importantes na defesa de plantas contra estresses
biodticos e abidticos, além de promoverem intera¢cdes ambientais (TOHGE et al.,

2013). O acido cumarico e seus derivados por exemplo, exercem essa funcao
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de defesa, e sdo biossintetizados por meio desta via, cujos precursores sao
compostos aromaticos como L-tirosina e o acido cinamico.

A via do chiquimato inicia-se a partir da condensacdo alddlica entre o
fosfoenolpiruvato (PEP) e o D-eritrose-4-fosfato (E4P). Apds a ocorréncia de
sete reacdes biossintéticas gera o acido corismico (TZIN; GALILI, 2010).

Na primeira etapa, a enzima acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosénico-7-
fosfato sintase (DAHPS) catalisa a condensacédo alddlica entre o PEP e o E4P
levando a formacdo do acido 3-desoOxi-D-arabino-heptusoénico-7-fosfato
(DAHP). Na segunda etapa, ocorre a eliminacdo do grupo fosfato, e na
sequéncia a enzima acido 3-desidrochiquimico sintase catalisa uma reacao
alddlica intramolecular, levando a formacdo do é&cido 3-desidroquinico. Na
terceira etapa, ha possibilidade de ocorréncia de duas reacdes: (I) a enzima
quinato desidrogenase catalisa uma reacdo de reducdo do &cido 3-
desidroquinico na presenca do NADH levando a formacao do &cido quinico, ou
(I a enzima 3-desidroquinase catalisa a reacao de desidratacdo do &cido 3-
desidroquinico levando a formacdo do acido 3-desidrochiquimico. A ocorréncia
da reacdo (Il) explica a formacédo do acido chiquimico, que corresponde ao
intermediario chave desta via. Na quinta etapa, a enzima chiguimato
desidrogenase catalisa reacdo de redugcdo do acido 3- desidrochiquimico na
presenca do NADPH formando o acido chiguimico. O acido 3-
desidrochiquimico é um precursor essencial para a biossintese de outros
compostos como o acido protocatecurico e acido géalico. Na sexta etapa, a
enzima chiquimato quinase catalisa a fosforilagdo do acido chiquimico levando
a formacéo do &cido chiquimico-3-fosfato (S3P). Posteriormente, um segundo
PEP é condensado com o S3P produzindo o 5-enolpiruvilchiqguimato-3-fosfato
(EPSP). Na sétima etapa, a corismato sintase catalisa a reacdo de eliminacao
do grupo fosfato do EPSP (Figura 1) (TOHGE et al., 2013 e DEWICK, 2009).
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Figura 1. Biossintese do acido chiquimico a partir de PEP (fosfoenolpiruvato) e
D-eritrose 4-fosfato (Fonte: Dewick, 2009).

PEP CO,H
PL >
O& CO,H
Reacéo K\COZH
PO y tipo aldol NAD® — H* o)
1/&"\ Ef on ~
HO Y O H* HO - OH
OH A
D-eritrose 4-P OH
Reacéao
tipo aldol
CO,H CO,H ho HO,,' CO,H HO, ,CO,H
NADPH i NADH
: E4 B0 oH BS pov
HO" ™" YOH 0™ Y~ "OH H HO" ™" ~OH
z OH OH OH
i OH i Ac. 3-desidroquinico i o
Ac. chiquimico Ac. 3-desidrochiquimico ) a Ac. quinico
Desidratagdo ‘3\’1«0 o Oxidagéo e
e enolizagao ,/Q) \ enolizagéo
<
CO,H CO,H E1: DAHE smta_se _ _
E2: 3-desidrochiquimato sintase
E3: 3-desidroquinase
E4: Chiquimato desidrogenase
HO HO OH E5: Quinato desidrogenase
OH OH EG6: 3-desidrochiquimato desidrogenase
Ac. protocatecurico Ac. galico

A corismato mutase catalisa a primeira etapa da biossintese da L-
fenilalanina (precursor do acido cinamico) e L-tirosina (precursor do acido
cumarico), onde inicialmente converte o acido corismico a acido prefénico, por
meio de um rearranjo de Claisen. Na segunda etapa, trés reacdes poderdo
ocorrer: (lll) a enzima prefenato desidratase catalisa as reagbes de
descarboxilagéo e desidratacdo levando a formagao do acido fenilpiravico, (IV)
a enzima prefenato aminotransferase catalisa a reacéo levando a formacéo do
acido L-arogénico, (V) a enzima prefenato desidrogenase catalisa a reacdo de
descarboxilagdo produzindo o 4-hidroxifenilpiruvico. Na terceira etapa, a L-
fenilalanina € produzida a partir do acido fenilpiravico mediada por fenilpiruvato
aminotransferase ou a partir do acido L-aragbnico mediada pela enzima

7

arogenato desidratase. Ja a L-tirosina € biossintetizada a partir do 4-
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hidroxipirdvico mediada por 4-hidroxifenipiruvato aminotransferase ou a partir

do &cido L-arogénico mediada por arogenato desidrogenase (Figura 2).

Figura 2. Biossintese da L-fenilalanina e L-tirosina a partir do acido corismico
(Fonte: Dewick, 2009).
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A L-fenilalanina e L-tirosina, como blocos de construgdo C6C3, séo
precursores de uma gama ampla de produtos naturais, inclusive o acido
cumarico e derivados. O primeiro passo, partindo da L-fenilalanina, € a
eliminacdo de amoénia mediada por fenilalanina aminonialiase (PAL) para gerar
0 acido cinAmico. Posteriormente, a enzima cinamato 4-hidroxilase catalisa a
reacao de conversdo do acido cinamico para o acido p-cumarico. No entanto,

algumas plantas conseguem converter a L-tirosina diretamente ao &cido p-
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cumarico, sem a intermediacdo de &cido trans-cinamico, por meio da acdo da
enzima tirosina amonialiase (TAL) (Figura 3). Uma vez o acido p-cumarico
sendo formado, este pode ser convertido ao acido cafeico mediado por p-
cumarato 3-hidroxilase. A enzima &cido cafeico O-metiltransferase catalisa a
reacdo de metilacdo formando o &cido ferudlico (TZIN; GALILI, 2010). Outros
compostos obtidos a partir do acido cindmico sédo obtidos por outras reacoes de
hidroxilagao e metilacdo, sequencialmente, construindo padrdes de substituicdo
tipicos de metabdlitos da via do chiquimato. A metilagdo é catalisada por uma

enzima metiltransferase de especificidade ampla (DEWICK, 2009).

Figura 3. Formacao dos &cidos cinamico e p-cumarico a partir de aminoacidos
aromaticos (Fonte: Dewick, 2009).
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3.3 Fungos filamentosos: sua importancia e aplicagfes

Os fungos constituem nichos ecolégicos nos mais variados ambientes.
Diversos compostos organicos e elementos quimicos como carbono,
hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, fosforo e enxofre, sdo essenciais para a
sobrevivéncia desses micro-organismos. A maioria € encontrada no solo, que
juntamente com outros micro-organismos, participam da reciclagem e processo
de remineralizac&o dos elementos, que sdo essenciais para a manutencao dos
ciclos biogeoquimicos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A diversidade dos micro-organismos no solo é grande, e sua utilidade
tem incentivado as pesquisas relacionadas ao isolamento de fungos a partir
desse habitat, o que tem contribuido de forma significativa para o
melhoramento de processos biotecnolégicos com aplicagcbes em varias areas
(MEYER et al., 2016).

Fungos se dispersam na natureza por meio do ar atmosférico, agua,
insetos, homem e outros animais. A eficiéncia dessa dispersao é relacionada a
alta producdo de esporos que estes possuem (TRABULSI; ALTERTHUM,
2015).

Os fungos filamentosos sao micro-organismos, no qual o inicio do ciclo
de vida pode ser marcado pelos esporos (WEBSTER; WEBER, 2007). Os
esporos, para germinarem, necessitam de calor e umidade, e o resultado desta
germinacdo é a formacdo de um ou mais filamentos finos, conhecidos como
tubos germinativos. Estes tubos se ramificam em todos os sentidos formando
uma massa filamentosa, chamada micélio, que constitui 0 sistema vegetativo,
responsavel pelo desenvolvimento fangico e pela absor¢cdo dos alimentos,
necessarios para o crescimento microbiano (Figura 4). Os filamentos simples
ou ramificados que formam o micélio sdo denominados hifas (TAKAHASHI et
al., 2017).
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Figura 4. Representacdo esquematica da morfologia de fungos filamentosos
pertencentes ao filo Basiodiomycota, cuja estrutura reprodutora constitui 0s
cogumelos ( Fonte: CIENTIC).
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Segundo Abreu e colaboradores (2015), os fungos sao micro-
organismos muito importantes, ndo somente devido ao seu papel vital no
ecossistema, mas também pela sua influéncia exercida sobre os seres
humanos. Os fungos filamentosos possuem importantes propriedades que
desempenham um papel significativo no estilo de vida e no ambiente, uma vez
que sao utilizados na producdo de alimentos, cosmeéticos, farmacos, e na
reciclagem de diversos compostos da biosfera (ABREU et al, 2015).

Dentre um grande numero de micro-organismos nao patogénicos
capazes de produzir enzimas uteis, os fungos filamentosos se destacam devido
a sua facilidade de cultivo (producéo de biomassa em curto periodo de tempo)
e por secretarem suas enzimas diretamente no meio em que se encontram
(STROPARO et al., 2012). Segundo Kavanagh (2005), os fungos filamentosos

podem ser cultivados dentro do laboratério em uma variedade de meios de
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cultura, sendo estes sélidos e/ou liquidos. Os fungos sédo importantes agentes
decompositores de material organico, e muitos desses micro-organismos
durante o processo de decomposi¢do, atuam como produtores de enzimas de
importancia comercial (KAVANAGH, 2005). Eles tém a capacidade de se
adaptar a novos ambientes. Estas caracteristicas sado essenciais para o
manuseio e cultivo em grande escala, sem um alto custo (DOBLE;
KRUTHIVENTI, 2007).

Santos e colaboradores (2015) comentam que entre 0S micro-
organismos existentes, os fungos filamentosos sdo de grande interesse para a
biotecnologia, uma vez que tém contribuido para a obtencdo de produtos e
processos de importancia fundamental para o bem-estar da populagcdo. A
biotecnologia consiste no uso de sistemas biologicos para o desenvolvimento
de processos e produtos de interesse econémico ou social (AZEVEDO apud
SILVA, 2016). Em grande escala, os fungos filamentosos s&o utilizados nos
processos de fabricacdo de 4&cidos orgéanicos, proteinas, enzimas e
medicamentos, incluindo antibidticos, estatinas e esteroides (SILVA; MALTA,
2016).

Segundo Tortora, Funke e Case (2012), os processos industriais que
empregam micro-organismos correspondem a otimizacdo de reacdes
enzimaticas ja realizadas por micro-organismos, cuja a finalidade é a
superproducao de bens e servicos. Madigan e colaboradores (2010) afirmam
gue um micro-organismo adequado no processo industrial deve atender a
alguns requisitos, como: ter a capacidade de produzir a substancia de interesse
em altos rendimentos; crescer e sintetizar o produto em culturas de larga
escala; ter crescimento rapido e sintetizar o produto desejado em periodo de
tempo relativamente curto; ser capaz de crescer em meios de cultura liquido,
disponiveis em grandes quantidades, a um custo baixo; e ndo deve ser
patogénico, especialmente ao homem, animais, e plantas.

Em termos da Quimica de Produtos Naturais, € possivel reconhecer que
existem varias vantagens quanto a utilizacdo dos fungos filamentosos na
obtencdo dos produtos naturais bioativos, pois S&o recursos renovaveis e sua
producdo em escala ampliada pode ser realizada usando a tecnologia
existente, como variacdo do meio e otimizacdo das condi¢cbes de cultivo

(SANTOS et al., 2015). Nestas condi¢des, os fungos filamentosos representam
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uma fonte importante para descoberta de novos metabdlitos bioativos (SILVA;
MALTA, 2016).

Borges e colaboradores (2011) reconhecem que os fungos filamentosos
tém sido tradicionalmente estudados no isolamento de produtos naturais, e
também no uso dos mesmos como biocatalisadores para as reacdes de
biotransformacao. O isolamento dos fungos filamentosos do meio ambiente tem
despertado o interesse de muitos pesquisadores. A incidéncia de fungos nas
plantas, ocorre por infeccdo natural no ambiente favorecido por climas umidos,
e seu isolamento pode ser considerado como um primeiro passo para entender
a origem de metabdlitos secundarios em plantas e as enzimas dos fungos que
foram essenciais para sua producédo (BORGES® et al., 2011).

Os fungos sdo os micro-organismos mais frequentemente estudados
para a aplicacdo nas reacOes de biotransformacdo em suas diversas
abordagens, pois eles podem produzir enzimas como lipases, invertases,
lacases, proteinases, amilases, capazes de catalisar ampla variedade de
reacoes (SILVA apud NASCIMENTO, 2018). Adicionalmente, os fungos
filamentosos e outros micro-organismos representam uma fonte inestimavel de
compostos bioativos, que sdo explorados em varios contextos (ALBERTI;
FOSTER; BAILEY, 2017).

Aspergillus pertence ao filo Ascomycota, no reino Fungi. Os fungos
pertencentes a este género caracterizam-se por serem 0Organismos
filamentosos. E um dos mais importantes dentro da biotecnologia microbiana,
pois a maioria apresenta resultados satisfatérios na producao de compostos de
importancia biotecnoldgica (MELO; ALVES, 2017). Os fungos filamentosos,
como aqueles pertencentes ao género Aspergillus, sdo muito utilizados na
indUstria, pois sdo seres que possuem caracteristicas Uteis e vantajosas para a
producdo de uma diversidade de produtos e também conseguem promover a
biotransformag&o de uma série compostos organicos (AFONSO, 2015).

Fungos do género Aspergillus sdo amplamente utilizados em
biotecnologia para a producéo de ingredientes alimentares ou farmacéuticos,
além de enzimas industriais. Tais fungos exibem grande versatilidade
metabdlica, desenvolvendo-se em uma ampla quantidade de substratos e sob

diferentes condi¢cdes ambientais. Estes sdo capazes de degradar diferentes
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compostos gracas as suas enzimas que realizam reacfes como oxidacoes,
hidroxilagdes e desmetilagbes (PEL et al., 2007).

Francisco (2017) comenta que muitas espécies de Aspergillus sp. séao
utilizadas na biotecnologia para a producdo de varios metabdlitos tais como
antibioticos, 4&cidos organicos, enzimas, medicamentos, ou como
fermentadores na inddstria alimentar.

Fungos do género Trametes pertencem ao filo Basiodiomycota, no reino
Fungi. Usam a celulose e a hemicelulose como substrato para seu crescimento
e a degradacdo da lignina ocorre durante o metabolismo secundario, quando
h& escassez de nutrientes ou situacdes de estresse (SILVA et al., 2012).

A lignina é um polimero aromatico de origem natural, considerado apos
a celulose, o composto mais abundante no meio ambiente. Compreende cerca
de 20-35 % da massa seca da parede celular vegetal, dependendo da fonte de
biomassa (ZUCCHI, 2016). A lignina é predominantemente concentrada na
parede celular. Ela envolve a celulose e hemicelulose através de estruturas de
rede de lignina-carboidratos, que fornecem rigidez as paredes celulares e
protege o0s polissacarideos contra a degradacdo microbiana. Como um
polimero hidrofébico, a lignina também serve como uma barreira contra a
penetracdo de agua nos tecidos vegetais (CHRISTOPHER; JI, 2014).

Trametes versicolor € um fungo descrito como “podriddo branca”, que
promove a degradacdo da madeira e consequentemente, recicla os minerais e
nutrientes para si e para 0s outros organismos no ecossistema (ERDEM,;
CIHANGIR, 2017). Uma vez que este fungo e suas enzimas apresentam estas
caracteristicas, os estudos sdo ampliados e suas aplicacdes tornam-se mais
intensas, podendo estes serem utilizados como alternativa ao branqueamento
quimico da pasta de papel, na industria téxtil para remoc¢do de cor, no
tratamento de efluentes industriais e na biorremediacdo de uma série de
poluentes organicos (ALVES, 2010). O género Trametes representa uma fonte
rica de compostos nutritivos com importantes propriedades farmacoldgicas,
como antioxidantes, anti-inflamatorias e anti-cancerigenas. No entanto, fatores
genéticos, periodo de colheita, localizacdo geogréfica, condi¢des climaticas,
entre outros, estao influenciando a biossintese de compostos bioativos, e sua
concentracdo (POP et al., 2018).
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3.4 A enzima lacase

O uso de enzimas tem grande aplicacdo no campo industrial e tem
ganhado destaque nos ultimos anos. Segundo Baptista e colaboradores (2012)
as enzimas sao biocatalisadores utilizados em diferentes setores industriais,
podendo ser empregadas em estudos da biologia molecular, aplicacdes
biomédicas, no desenvolvimento de metodologias analiticas e no tratamento de
residuos. Muitas dessas enzimas estdo distribuidas na natureza, a exemplo
das lacases, que correspondem ao sistema enzimatico mais antigo estudado.
As lacases sdo amplamente distribuidas na natureza e estdo presentes em
fungos, plantas e insetos, tendo sido recentemente descobertas em bactérias
(RAJESWARI; BHUVANESWARI, 2016).

As lacases apresentam isoformas, ou seja, diferentes formas
moleculares com alteracdes na sequéncia de aminoacidos, mas que catalisam
as reacbes com os mesmos substratos (MALONE apud MEDRADO, 2018).
Existem estudos relacionados com as isoformas da lacase que permitiram
identificar que diferentes cepas, condi¢cdes de cultivo, estado fisiolégico do
micro-organismo e, principalmente, a presenga de algum indutor no meio de
cultura, podem influenciar nas isoformas de lacase que serdo produzidas
(BERTRAND et al., 2013).

A lacase (E.C. 1.10.3.2), é uma polifenol oxidase que possui atomos de
cobre em seu sitio ativo, e desempenha um papel fundamental na degradacéo
da lignina na natureza, e seu estudo foi realizado pela primeira vez em plantas
no final do século XIX (SUN et al., 2012). Esta pode oxidar substratos ricos em
elétrons, de origem fendlica e ndo fendlica, com uma reducdo concomitante de
oxigénio em agua, levando a formacgéo de radicais livres (MEKMOUCHE apud
MATE e ALCADE, 2016). As reacdes catalisadas por lacases usam o ar como
agente oxidante, sendo o oxigénio o constituinte responsavel pela oxidacao
(RIVA, 2006).

Para Stoilova, Krastanov e Stanchev (2010), durante a reacao, a lacase
utiliza o oxigénio para oxidar varias substancias aromaticas, entre elas estdo os

fendis, aminofendis, polifendis, o-fendis, p-fendis, arildiaminas, entre outras.
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O sitio ativo da lacase é formado por quatro atomos de cobre, sendo
estes divididos em trés grupos (Figuras 5 e 6), que refletem seus diferentes
papeis durante o processo enziméatico (DURAN apud BATISTA, 2009). O ciclo
catalitico da lacase compreende trés etapas principais: (a) reducédo do cobre T1
pelo substrato, (b) a transferéncia de elétrons do cobre T1 para os cobres T2 e
T3, e (c) a reducdo do oxigénio molecular levando a formacédo da agua através
de sua interacdo com os cobres T2 e T3 (DURAN apud BATISTA, 2009).
Essas enzimas catalisam a oxidacao de quatro moléculas de substrato redutor,

concomitantes a reducao de quatro oxigénios moleculares em agua.

Figura 5. Representacdo esquematica do ciclo catalitico da lacase (Fonte:
Ferraz apud Silva, 2006).
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A lacase, apresenta capacidade oxidativa nao-especifica e pode ser
obtida em altos rendimentos em culturas de micro-organismos (GIARDINA et
al., 2010). Em fungos, as lacases sdo responsaveis pela produgédo de
pigmentos, degradacdo de lignina, esporulagcdo e degradacdo de varios
xenobidticos, isto é, fenois, diaminas, benzenotiois e compostos similares
(MORENO et al., 2017).

A producédo de lacase depende de varios fatores, como a disponibilidade
de carbono e nitrogénio, as fontes desses nutrientes e suas concentragdes no
meio de cultivo (FABRINI et al., 2016). Para Valle (2012), a producéo de
lacases por fungos é influenciada por numerosos parametros como a espécie
utilizada na fermentacao, a natureza do substrato, faixa de pH, temperatura, a
técnica de fermentacdo, agitacdo, aeracdo, o tempo de cultivo e a
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concentragdo de indutores (GALHAUP apud VALLE, 2012). As lacases
fungicas possuem massa molecular de 50-190 kDa, ponto isoeletrénico (pl) de
3,2-7,5 e temperatura Otima de 20-80°C (MOROZOVA apud BATISTELA,
2011). Na presenca de mediadores, lacases fungicas exibem uma faixa de
substratos e podem entdo oxidar compostos com potencial redox superior a
seus proprios (PIONTEK et al., 2002). As pesquisas realizadas ao longo dos
anos, apontam o fungo Trametes versicolor como um excelente produtor de
lacase (WANG et al., 2012). Por ser o sistema enzimatico mais antigo
estudado, existem propostas consistentes sobre o sitio ativo da lacase de
Trametes versicolor (Figura 6), em termos dos dominios, da presenca de
cofatores e residuos de aminoacidos (PIONTEK apud TAVARES, 2006).

Figura 6. Estrutura tridimensional da lacase de Trametes versicolor, na qual
sdo apresentados trés dominios (T1, T2 e T3) em cores diferentes. Os atomos
de cobre séo as esferas violetas e a porcdo de hidrato de carbono séo os
modelos em bola-e-bastdo. A parte cinzenta € o N-terminal e a verde o C-
terminal. O sitio T1 é a esfera isolada (Fonte: Piontek apud Tavares, 2006).
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Os basidiomicetos de podriddo branca sdo os mais eficientes
degradadores de lignina. Entre as enzimas envolvidas na degradacdo da
lignina estd a lacase, que catalisa reacdes de oxiderreducdo, oxidando os
compostos fendlicos a radicais fenoxi. Os diferentes graus de degradacéo da
lignina em relacéo a outros componentes da madeira dependem das condi¢cdes
ambientais e das espécies de fungos envolvidas (CHRISTOPHER; JI, 2014).
Em termos de reagBes quimicas que justificam a formacdo de compostos de
origem natural a partir da lignina mediadas por lacase, é possivel entender que
nao existe apenas um mecanismo para alcancar o processo de degradacdo da
lignina e que as enzimas dos varios micro-organismos sdo distintas
(KUNAMNENI et al., 2007). Em termos gerais, a oxidacao do substrato fendlico
pela lacase gera um radical livre. O intermediario formado (fenoxi) €
tipicamente instavel e pode sofrer uma segunda reacédo produzindo compostos
com estruturas mais complexas como polimeros, por meio de acoplamento
oxidativo de radicais, ou a lacase pode clivar algumas ligacbes e levar a

formacédo de compostos com estruturas mais simples (Figura 7).

Figura 7. Representacao esquematica da oxidagéo de grupos fendlicos de
ligninas pela lacase (Fonte: Alves, 2010).
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As lacases tém sido amplamente investigadas, devido as diversas
aplicacbes biotecnologicas, como descoloracdo de corantes téxteis,
desintoxicacdo de residuos, e aplicacbes de biorremediacdo de solos
contaminados (MONSSEF et al., 2015), tratamento de efluentes industriais,
producdo de etanol, clarificacdo de vinhos e chas e producdo de biossensores
(WHITELEY apud BROILO, 2014). Por exemplo, na biorremediacéo, as lacases
sdo utilizadas para detectar tracos de contaminantes organicos incluindo
compostos farmaceuticamente ativos, produtos quimicos industriais, pesticidas,
hormdnios naturais e artificiais, os quais tém sido alvo de preocupacao devido
aos seus efeitos potenciais na saude humana e no ecossistema (NGUYEN et
al., 2016).

Outro exemplo de aplicacdo da lacase foi demonstrado por Sousa e
colaboradores (2014), no qual por meio da reagdo de biotransformacao
empregando Trametes versicolor, foi possivel obter fenazina e fenoxazinona
(Figura 8), que sdo compostos que possuem atividades bioldgicas promissoras
como antitumorais e antimicrobriana. Além disso, podem ser usados também

como pesticidas, e no desenvolvimento de biossensores e de semicondutores.

Figura 8. Obtencao de fenazina e fenoxazinona empregando biotransformacao
por T. versicolor (Sousa et al., 2014).
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Dessa forma, de acordo com o que foi exposto na presente sec¢ao,
micro-organismos que sejam fontes de lacase, uma vez utlizados em
processos de biotransformacdo, poderdo mediar reacbes de oxirreducao,
levando a formacéo de derivados, que dependendo de seu potencial bioldgico,
poderdo servir como prototipos para novos farmacos, e para diversas outras

aplicacfes quimicas ou agroquimicas.

3.5 Biotransformacao

A natureza é responsavel pela maior fonte de inspiracao para a sintese
de substancias bioativas. Muitas vezes, estas substancias precisam passar por
transformacdes estruturais, para que seus efeitos farmacolégicos sejam
potencializados, e as toxicidades sejam minimizadas, ou ainda para melhorar
suas propriedades fisico-quimicas (CSEKE et al., 2006).

A biotransformacdo tem sido considerada uma area promissora de
pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novas tecnologias e processos
sustentaveis, e para a producdo de moléculas bioativas com alta eficiéncia
(ROMAGNOLO et al., 2013). Biotransformacdes séo definidas como o uso de
sistemas biolégicos para realizar transformacgdes quimicas em substancias que
nao constituem seus substratos naturais (HANSON apud PALUDO, 2013).
Estes processos permite substituir a sintese orgéanica tradicional (SCALVENZI,
2012). Por outro lado, Borges e colaboradores (2009) comentam que nas
reacoes de biotransformacdo, um determinado composto € modificado pela
transformacdo de grupos funcionais, com ou sem a degradacdo de seu
esqueleto carbénico.

As caracteristicas mais promissoras envolvendo 0s processos de
biotransformacao séo as possibilidades de obtencdo de produtos por meio de
reacles regioespecificas e estereoespecificas, por processos realizados nas
condicdes normais de temperatura e pressdo. Além disso, as reacdes de

biotransformacao permitem potencializar os efeitos das moléculas bioativas ja
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conhecidas (GIRI apud SCALVENZI, 2012). Sousa e colaboradores (2018)
afirmam que a biotransformacdo também pode originar metabolitos
potencialmente mais ativos que as substancias originais.

Cseke e colaboradores (2006) apresentam outros beneficios que as
reacoes de biotransformacédo oferecem, quando comparada com a sintese
quimica tradicional, como o surgimento de rotas alternativas mais eficientes e
econdmicas para obtencdo de compostos organicos, a capacidade de
producdo de moléculas que sao dificeis de serem obtidas por processos
tradicionais, a capacidade dos micro-organismos, por exemplo, fungos
filamentosos, produzirem grandes quantidades de biomassa e uma grande
variedade de enzimas em tempo relativamente curto. Micro-organismos tém
grande potencial para induzir novos sistemas enzimaticos capazes de
converter substratos complexos (CSEKE et al., 2006).

Segundo Ratledge e Kristiansen (2006), a utilizacdo de micro-
organismos nos processos de biotransformacdo, pode contribuir para a
reducdo do impacto ambiental. Uma vez utilizados como biocatalisadores,
existe a possibilidade de minimizacdo do uso de reagentes quimicos e
solventes organicos, e do consumo de energia, 0 que torna O processo
sustentavel e de acordo com os preceitos da Quimica Verde. Além disso, a
transformacdo microbiana é répida, eficiente, econémica e ecologicamente
correta (SINGAB et al., 2018).

Quando as enzimas de micro-organismos catalisam a transformacgéo de
um substrato, elas podem distinguir entre diferentes estereoisobmeros ou
orientacdes diferentes de compostos pro-quirais, meso (estereosseletividade),
entre diferentes grupos funcionais (quimiosseletividade), ou entre grupos
funcionais que s&do quimicamente idénticos, mas situado em posicdes
diferentes da mesma molécula (regiosseletividade). As transformacdes
estereosseletivas empregando enzimas, sdo altamente desejaveis na sintese
organica, pois evitam etapas de reacdes adicionais, associadas a protecao
e/ou desprotecéo de grupos funcionais, resultando em processos mais simples,
econdmicos, e sustentaveis (MONTEIRO et al., 2018).

Um exemplo de reacdo estereosseletiva, pode ser visto no trabalho
Borges® e Bonato (2011), no qual apresentam a biotransformacéo do (R)-

Propranolol por Penicilium crustosum (Figura 9). Os resultados obtidos
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mostram que as enzimas do fungo filamentoso utilizado converteram o
substrato preferencialmente no enantibmero S, descrito pelos autores como o

metabdlito mais ativo.

Figura 9. Biotransformacdo do (R)-Propranolol por P. crustosum (Fonte:
Borges’ e Bonato, 2011).
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Processos de Dbiotransformacdo tornaram-se uma alternativa
economicamente competitiva para a modificacdo de compostos quimicos para
as industrias quimicas fina, farmacéutica e agroquimica (NASCIMENTO,
CONCEICAO; SILVA, 2019).

Uma variedade de reaclGes por enzimas fungicas, como hidroxilacéo,
hidrogenacao e descarboxilacdo, foram observadas no trabalho de Numpaque
e colaboradores (2016), no qual apresentam a biotransformacdo do acido
ferdlico, utilizando duas linhagens de fungos filamentosos. Segundo os autores,
a biotransformacdo do acido ferdlico por Colletotrichum acutatum e por
Lasiodiplodia theobromae (Figura 10) oferece uma alternativa mais econdmica
para a producdo de derivados que possuem aromas e fragrancias, que podem

ser amplamente utilizados em industrias de alimentos, bebidas e cosméticos.
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Figura 10. Derivados obtidos a partir da biotransformacéo de &cido ferulico por
C. acutatum e L. theobromae (Fonte: Numpaque et al., 2016).
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As reacles de biotransformacédo correspondem a uma das ferramentas
da Quimica Verde, que sdo constantemente utilizadas na Quimica Organica
(CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2016). Em termos de Quimica Verde, Doble
e Kruthiventi (2007) afirmam que o uso de enzimas de micro-organismos € sem
davida uma escolha ideal para obtengcdo de produtos quimicos considerados
“‘verdes”.

Kumar e colaboradores (2012) propuseram uma sintese para obtencao
da vanilina (Ill), cujo reagente de partida é o 4-hidroxibenzaldeido (I). Esta
sintese envolve a bromacéo eletrofilica do 4-hidroxibenzaldeido, a qual é
catalisada por cobre. Este método ocorre em duas etapas: a bromacao de 4-

hidroxibenzaldeido (I) para formar o 3-bromo-4-hidroxibenzaldeido (Il), e na
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segunda etapa, o bromo € substituido pelo grupo metoxila na presenca de
catalisador e sob condi¢cdes de aquecimento. Uma alternativa para obtencao da
vanilina (lll) foi descrita por Motedayen e colaboradores (2013), que
corresponde a biotransformacéo do acido feralico empregando duas linhagens
de fungos filamentosos: Aspergillus niger e Phanerochaete crysosporium, no

qual as reacbes ocorreram em Unica etapa (Figura 11).

Figura 11. (a) Sintese quimica tradicional para obtencdo da vanilina. (b)
Biotransformag¢do do &cido ferulico por Aspergillus niger e Phanerochaete
crysosporium gerando vanilina (Fonte: Kumar et al., 2012; Motedayen et al.,
2013).
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Ambos métodos descritos na Figura 11, foram utilizados para obtencéo
do mesmo produto (vanilina), o qual é largamente utilizado em alimentos,
bebidas, perfumes e farmacos, devido a suas atividades antioxidante e
antimicrobiana (PACHECO; DAMASIO, 2010). Pode-se perceber que o método

tradicional requer um maior nimero de etapas, uso de catalisadores, reagentes
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e aquecimento para sua producdo. Ja a biotransformacéo requer apenas o
substrato, 0 micro-organismo para atuar como biocatalisador, e 0 processo
ocorre a temperatura ambiente. As enzimas sdo catalisadores biol6gicos
eficazes que ao serem utilizadas em muitas reacdes, apresentam vantagens se
comparados aos processos quimicos tradicionais. Estas reacfes podem ser
realizadas em temperatura ambiente e sob pressdo atmosférica, 0 que em
muitos casos evitam a formacgao de subprodutos provenientes de reacdes de
isomerizacdo e de rearranjos (GONCALVES; MARSAIOLI, 2013). Nestas
condicbes, é possivel reconhecer que a biotransformacdo é um método
alternativo promissor para obtencédo de derivados, obedecendo aos principios
da Quimica Verde.

Sachan e colaboradores (2014) estudaram a biotransformacéo do acido
cumarico por Schizophyllum commune, que permitiu a formacédo do &cido p-
Hidroxibenzoico (Figura 12). Este possui propriedades biolégicas, como
antioxidantes, antimicrobiano, antidiabético. Além disso, pode ser utilizado
como conservante para cosméticos e alimentos e também como monémero
para polimeros de cristais liquidos, usados atualmente em varios dispositivos

eletrénicos.

Figura 12. Biotransformacé&o do acido cumarico por Schizophyllum commune
(Fonte: Sachan et al., 2014).
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A literatura indica que a acetovanilona tem uma ampla gama de
aplicaces, principalmente na producao de farmacos. A acetovanilona, uma vez
obtida, podera ser eficaz no tratamento de varias doencas inflamatorias, como
colite e aterosclerose. Mabinya e colaboradores (2010) apresentam a

biotransformacao de substratos diferentes, utilizando duas linhagens de fungos
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filamentosos, que levaram a formacéo da acetovanilona (Figura 13). Os autores
comentam que a importancia deste estudo, est4 na obtencdo da acetovanilona,
por meio do processo alternativo a sintese quimica tradicional, além contribuir
para a compreensdo da via biossintética, utilizando fungos, que levaram a

producado de acetovanilona a partir do acido ferulico.

Figura 13. Biotransformacédo do acido ferulico por Aspergillus sp. e Fusarium
sp. (Fonte: Mabinya et al., 2010).
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O &cido cafeico é um metabolito secundario natural produzido por muitas
espécies de plantas. Devido a alta versatilidade quimica, o acido cafeico pode
potencialmente servir como um promissor material de partida (SINGAB et al.,
2018). Semaming e colaboradores (2015) comentam que o &cido cafeico e
alguns de seus derivados possuem propriedades antifiingica e antiviral.

O &cido protocatecurico pode ser obtido a partir do acido cafeico, cuja
alternativa para sua obtencao € vista no trabalho de Gauthier e colaboradores
(2016), no qual apresentam a biotransformacéo do acido cafeico empregando
Fusarium graminearum (Figura 14). O acido protocatecurico apresenta

interessantes propriedades farmacoldgicas, como antioxidante, anti-



50

inflamatorio, anti-hiperglicemia, antimicrobianas (SEMAMING et al.,, 2015),
antibacteriana, anticancerigena, antillcera, antiviral, analgésica (KAKKAR;
BAIS, 2014), o que torna viavel a sua producao.

Figura 14. Biotransformagéo do &cido cafeico por Fusarium gramearum (Fonte:
Gauthier et al., 2016).
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Rodrigues e colaboradores (2019), apresentaram a biotransformacao do
acido ferulico por Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 (Figura 15). Os
resultados obtidos mostraram que o fungo filamentoso utilizado converteu o
substrato em um derivado inédito (A) com a adicdo especifica do grupo
metoxila no carbono a carbonilico, demonstrando a regioespecificidade da
reacdo. Levando-se em consideracao a importancia do sistema 1-conjugado
para a atividade antioxidante, a derivatizacdo do acido ferulico e a manutencao

da insaturacdo da cadeia lateral consistiu em um método valioso.

Figura 15. Biotransformacé&o do acido ferulico por Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404 (Fonte: Rodrigues et al., 2019).
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Os trabalhos encontrados apresentam a biotransformacdo como um
processo alternativo para obtencdo de derivados a partir de substancias
fenodlicas, empregando fungos filamentosos. Sabe-se que muitos metabdlitos
secundérios fendlicos biossintetizados pela via do chiquimato das plantas,
podem ser obtidos por meio do emprego de técnicas fitoquimicas classicas.
Porém, em muitos casos, 0S processos para sua aquisicdo sdao demorados e
as quantidades obtidas n&o sao atrativas.

Outra abordagem empregada na obtencdo de metabdlitos secundarios
de interesse consiste no emprego da sintese organica, cujas desvantagens
estdo na utilizacdo de muitos reagentes toxicos, na necessidade de trabalhar a
altas pressfes e a impossibilidade de realizacdo de certas rotas biomiméticas.
Os descartes destes reagentes de forma incorreta, podem contribuir também
para os impactos ambientais. Entdo, o uso dos processos de biotransformacéo
confere uma alternativa vidvel para a obtencdo de analogos de compostos
fenolicos, uma vez que utilizam micro-organismos como biocatalisadores de
reacbes quimicas, eliminando o uso de reagentes toxicos, além de
proporcionarem a obtencdo de produtos com alta seletividade, bons

rendimentos, e obedecendo aos principios da Quimica Verde.

3.6 Acoplamento Molecular

A descoberta de novos farmacos representa um desafio para a quimica
organica (sintética e de produtos naturais), uma vez que 0S processos de
pesquisas e desenvolvimento nessa area sao considerados complexos,
demorados e de alto custo (BARREIROS, 2008). Por outro lado, as técnicas
computacionais tém sido frequentemente utilizadas em associacdo aos

processos quimicos, visando complementar os estudos experimentais, bem
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como melhorar/direcionar os resultados no que diz respeito aos planejamentos
racionais de novos farmacos (BAl et al., 2018).

Nos anos 80, a modelagem molecular tornou-se uma ferramenta
essencial para a descoberta de farmacos. Investigacdes envolvendo os modos
de ligacdo do ligante, o reconhecimento molecular e as interacdes que
estabilizam o complexo ligante-receptor passaram a ser realizadas e
empregadas na otimizacao da descoberta de compostos bioativos.

As pesquisas na area de quimica farmacéutica e medicinal,
incorporaram com sucesso uma grande variedade de métodos de ancoragem
molecular, contando com uma variedade de programas para o planejamento de
farmacos, com a finalidade de estudar os sistemas quimicos complexos
(PARVATHI et al.,, 2016). A integracdo de estratégias computacionais e
experimentais tém sido de grande valor na identificacdo e desenvolvimento de
novos compostos bioativos (FERREIRA et al., 2015). Coleman e colaboradores
(2013) afirmam que modelagem molecular consiste em um conjunto de
ferramentas (teis para a construcdo, edicdo, visualizacdo, analise e
armazenamento de sistemas moleculares complexos.

A modelagem molecular, além de permitir a visualizacao tridimensional
(3D) do complexo ligante-receptor, também fornece informacdes e parametros
essenciais sobre a interacdo adequada do ligante no sitio receptor. Esta
ferramenta também tem o potencial de planejar teoricamente novas moléculas
que satisfacam as propriedades eletronicas e estruturais, que resultem em um
perfeito encaixe no sitio receptor (RODRIGUES, 2001). Atualmente, a
modelagem molecular tem sido uma ferramenta indispensavel ndo somente no
processo de descoberta de novos farmacos, mas também na otimizacdo de
protétipos ja existentes e no planejamento racional de candidatos a farmacos
(ANDRADE, 2010).

No campo da modelagem molecular, o docking ou acoplamento
molecular é uma técnica computacional que permite investigar as possiveis
conformacdes e orientagbes que uma molécula pode assumir no interior do
sitio ativo de um biorreceptor, ou ainda permite o desenvolvimento de estudos
envolvendo interacbes proteina-proteina, caracterizando o docking
macromolecular (SILVA, 2007).
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O conhecimento da conformacédo e da orientacdo preferencial de uma
molécula, por sua vez, pode ser usado para prever a afinidade de ligagédo entre
duas moléculas, usando fun¢Bes de pontuacdo, bem como o potencial da
atividade biologica da molécula analisada. O acoplamento molecular tenta
mimetizar o processo natural de interacdo do ligante e seu receptor, resultando
na predicdo do complexo de menor energia (DAHLSTROM, 2015).

O acoplamento molecular entre duas moléculas é considerada como um
sistema complexo. Isso pode ser explicado pela existéncia de muitas forcas
gue estdo envolvidas nas interacdes intermoleculares: interacdes hidrofébicas,
de Van der Waals, interacBes de emparelhamento entre aminoacidos, ligacdes
de hidrogénio e forcas eletrostaticas (PIMENTEL; BUENO, 2016).

O processo de acoplamento molecular envolve duas etapas basicas: (1)
previsdo da conformacao e orientacdo da molécula no sitio ativo do receptor, e
(I) a previsdo da afinidade de ligacdo do complexo receptor-ligante, que
corresponde a energia livre de ligacdo (MENG et al., 2011).

Quanto a avaliacdo da conformacao mais adequada da molécula no sitio
ativo, os parametros estruturais como rotacdo da ligagdo, mudanca nos
angulos, tensdes torcionais ou diédricas das ligacdes, graus de liberdade
translacional e rotacional, calculos correspondentes a energia estérica,
decorrente da sobreposicdo espacial de atomos ndo-ligados, sdo modificados
em incrementos. O resultado mais aceitdvel converge para a solucao
energética minima (ANDRADE, 2010).

Os métodos de busca no banco de dados, geram uma grande
quantidade de conformacgdes do ligante durante o acoplamento molecular. As
funcBes de pontuagdo sdo combinadas aos métodos de busca para avaliar a
qualidade destas conformacgfes de forma a ordena-las de acordo com a sua
afinidade pelo receptor. Estas funcdes de pontuacdo s&o modelos
matematicos, geralmente lineares, que sao formados por diferentes termos
relacionados as propriedades fisico-quimicas envolvidas na interagcdo da
molécula ligante com o sitio ativo (VERLI, 2014).

As funcbes de pontuacéo sao divididas em trés grupos que sao descritos
como: campo de forga, empirico e fungées do conhecimento. As funcdes de
pontuacdo baseadas no campo de forca criam uma representacao fisica do

sistema estudado, estimam a energia de ligacdo, somando as contribuicées do
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comprimento da ligacdo e tensao torcional, e as interacdes eletrostaticas, de
van der Waals e ligacdo de hidrogénio. Nas fun¢des de pontuacdo empirica,
cada termo da funcdo descreve um tipo de evento fisico, envolvido na
formacdo do complexo ligante-receptor. Esses eventos incluem ligacGes de
hidrogénio, interacfes ibnicas e apolares, bem como efeitos de dessolvatacao
e entropia, e sdo ajustados de forma a reproduzir os dados experimentais de
afinidade de ligacdo de forma mais precisa. E por fim, as funcbes de
pontuacdo baseadas em conhecimento, que utilizam informac¢des vindas de
estruturas determinadas experimentalmente, para se basear e criar possiveis
geometrias assumidas pelos ligantes no sitio ativo (OLIVEIRA apud SOUZA,
2015). Segundo Coleman e colaboradores (2013), um maior o ndmero de
parametros fisico-quimicos avaliados, resultara na maior a precisdo da funcao
de avaliacao.

Um ligante pode ter sua orientagdo variada no sitio ativo através de
movimentos de translacdo e rotacdo (graus de liberdade translacionais e
rotacionais). Além destas modificacbes, a presenca de angulos diedrais
rotacionais (ligac6es quimicas simples) do ligante correspondem aos graus de
liberdade conformacionais (COLEMAN et al., 2013).

Pimentel e Bueno (2016) descrevem que a flexibilidade das moléculas é
considerada de maneira variada pelos diversos métodos de acoplamento
molecular. Trés principais estratégias sao utilizadas: (I) a proteina €
considerada rigida, e apenas os graus de liberdade translacionais e rotacionais
do ligante sdo considerados, ou seja, o ligante € fixado em uma conformacéo
rigida; (Il) a proteina é considerada rigida, mas todos os graus de liberdade do
ligante (translacionais, rotacionais e conformacionais) sédo levados em conta;
(Ill) a proteina é considerada totalmente ou parcialmente flexivel, e todos os
graus de liberdade do ligante também s&o considerados.

Nas metodologias que utilizam a estratégia (I) € possivel considerar a
flexibilidade do ligante através da construcdo prévia de um conjunto de
conformacdes representativas e a subsequente realizacdo de varios calculos
de acoplamento molecular do tipo receptor rigido. De modo analogo, com
relacdo a segunda estratégia, € possivel considerar a flexibilidade da proteina

em acoplamento do tipo receptor rigido através da geracdo de um conjunto de
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conformacdes representativo da flexibilidade do receptor proteico (LIPKOWITZ
apud SOUZA, 2015).

Quanto a avaliacdo das energias de ligacdo ou afinidade de ligacdo, os
programas de acoplamento molecular usam funcbes de avaliacdo ja
mencionadas, para estimar a energia de ligacdo do complexo ligante-receptor.
A energia de ligacdo entre o ligante e o receptor provém da composi¢ao
quimica dos grupos funcionais presentes na molécula bioativa e da
conformacao tridimensional destes grupos no sitio ativo do receptor (ANDREI
apud SOUZA, 2015).

O processo de reconhecimento molecular proteina-ligante € dependente
de uma combinacédo de efeitos entalpicos e entrépicos. Estes efeitos podem ser
estimados através da energia livre de ligacdo de Gibbs que, por sua vez, esta
diretamente relacionada a constante de equilibrio de ligacdo Keq, a qual pode
ser medida experimentalmente (VERLI, 2014). A energia livre de Gibbs (AG) é
uma funcdo de estado que fornece informacbes importantes sobre a
espontaneidade de processos que ocorrem a temperatura e pressao
constantes (BROWN et al., 2016). A variacao de energia, devido a formacéo da
estrutura ligante-receptor é dada pela constante de ligacdo (Kd) e pela energia
livre de Gibbs (AG) (equagao 1).

AG = AH —TAS = —RTInKeq (1)

onde AH é a variacdo de entalpia, T é a temperatura absoluta, AS é a variacao
de entropia e R é a constante universal dos gases. A constante de equilibrio de
ligacdo Keq é determinada experimentalmente com relacdo a um estado de
referéncia (usualmente, para sistemas biologicos, utilizando uma concentracao
de 1 M e 25 °C). Esta constante de equilibrio pode ser representada pela
constante de dissociacédo (Kd) ou de associagédo (Ka), as quais dependem da

representacéo da reacdo quimica sendo uma o inverso da outra (equacgao 2).

Kd= ([R][L)/[RL] Ka = [RLI/([R][L]) (2)

onde [R], [L] e [RL] s&o as concentracdes de receptor, do ligante e do complexo

receptor-ligante respectivamente ( SOUZA, 2015).
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Existem muitos trabalhos que utilizaram o acoplamento molecular para
descoberta de novos farmacos, ou para potencializar prototipos ja conhecidos,
no qual foram apresentadas propostas de interacdo efetiva entre um ligante e
um receptor, resultando em ativacdo ou inibicdo da enzima (EWEAS et al.,
2014).

Um exemplo de estudo utilizando o acoplamento molecular foi
desenvolvido por Cavaion (2012), no qual apresenta a obtencdo de derivados
bioativos empregando biotransformacéo por Cunninghamella echinulata ATCC
9244 e Beauveria bassiana ATCC 7159 (Figura 16).

Figura 16. Biotransformacédo do LASSBIi0-596 empregando C. echinulata e B.
bassiana (Fonte: CAVAION, 2012).
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Mediante estudos da ancoragem molecular, a autora descreveu que o
atomo de enxofre do anel tiomorfolina esta numa proximidade de 4,2 A do ferro
do heme (Figura 16), o que sugere que o0 metabolismo possa ocorrer por
sulfoxidacdo. As reacOes de sulfoxidacdo correspondem a S-oxidacdo de
sulfetos para sulféxidos (Metabdlito 1, Figura 16), que podem ainda ser
oxidados a sulfonas (Metabdlito 2, Figura 16) (CAVAION, 2012).
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A autora afirma ainda que em alguns casos, o metabdlito 2 sulfona, &
mais ativo que a molécula de partida, ambos com atividade antiasmatica, ou
tem atividade diferente, reafirmando a importancia do estudo do metabolismo
para a descoberta de um novo farmaco. Os resultados da andlise do docking
com a CYP2C9 foram consistentes com os dados experimentais, em que
LASSBIi0-596 adotou uma orientacdo a favor da sulfoxidacdo seguida pela
sulfonacéo (Figura 17) (CAVAION, 2012).

Figura 17. LASSBI0-596 no sitio ativo da CYP2C9 (Fonte: Cavaion, 2012).

No planejamento de novos farmacos, os estudos de reconhecimento
molecular em sistemas biolégicos assumem grande importancia, pois
constituem as bases fundamentais para o entendimento das propriedades
como poténcia, afinidade e seletividade (SOUSA, 2018). Procedimentos como
o ancoramento molecular sdo aplicados para obter informacbes sobre a
interacdo entre os ligantes e sua proteina-alvo (BARREIROS, 2015). Barreiros
(2008) comenta que estudos dessa natureza permitem que se hierarquize entre
os ligantes virtuais, os candidatos mais promissores que merecam ser obtidos
sinteticamente para posterior avaliacdo do efeito farmacoldégico.
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Considerando que as reacfes de biotransformacao utilizam sistemas
biolégicos para promover transformacdes quimicas em substancias (substratos
ou ligantes), e uma vez conhecendo o substrato e as enzimas provenientes de
fontes produtoras (por exemplo, fungos filamentosos), pode-se utilizar a técnica
de ancoragem molecular para a predicdo do modo de ligacdo e do
reconhecimento molecular do complexo substrato-enzima, de forma que seja
possivel compreender mais detalhadamente a formacdo dos possiveis
derivados, no que diz respeito a descricdo das reacdes envolvidas e propostas

de mecanismos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencédo dos substratos fendlicos

Os ensaios de biotransformacdo foram realizados utilizando como
substratos trés compostos fendlicos, sendo estes: o p-cumarato de metila (1),
ferulato de metila (2) e o cafeato de metila (3) (Figura 18).

Os substratos foram cedidos pelo Grupo de Pesquisa em Sintese
Quimica, do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia, ciéncias e
Letras da Universidade de S&o Paulo (FFCLRP-USP) sob coordenacdo do
Prof. Dr. Anténio Eduardo Miller Crotti.

Figura 18. Estruturas quimicas dos substratos utilizados: p-cumarato de metila
(1), ferulato de metila (2) e cafeato de metila (3).
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3.2 Preparacédo dos substratos fendlicos

O cumarato de metila, ferulato de metila e cafeato de metila foram
obtidos pela FFCLRP-USP a partir de 4 g dos acidos cumarico, ferulico e
cafeico, respectivamente, por esterificacdo com metanol (25 mL), sob
aguecimento (85 °C) e refluxo, durante 12 horas. Em seguida, o produto foi
obtido por filtracdo e evaporado sob presséao reduzida, sendo entédo utilizado
sem prévia purificagao.
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3.3 Origem dos fungos filamentosos

Todos os fungos filamentosos utilizados nos estudos de
biotransformacdo foram adquiridos da American Type Culture Collection
(ATCC), sendo estes: Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, e Trametes
versicolor ATCC 200801.

3.4 Meios de cultura

e Malte: 2,0 % de extrato malte (Acumedia), 2,0 % de glicose (Synth),
0,1 % de peptona (Merck), 1,8 % de Agar (Theoberg emp. e exp.
LTDA).

e Batata Dextrose Agar (BDA): Meio preparado de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Acumedia), adicionado de 0,5 g de
glicose (Synth).

e Koch’s K1: 0,18 % de glicose (Synth), 0,06 % de peptona (Merck) e
0,04 % de extrato de levedura (Merck), nas condicbes de pH 5-6
(SILVA et al., 2015).

e Meio com indutores de lacase: 0,20 % de glicose (Synth), 0,20 %
de extrato malte (Acumedia), 0,10 % de peptona (Merck), 0,10 % de
Tween 80 (Inlab), 0,0005 % de sulfato de cobre Il (Dindmica), nas

condicdes de pH 5-6.

3.5 Manutencéo dos fungos filamentosos

Para confeccdo dos estoques das culturas fangicas, todos os fungos
utilizados neste estudo foram cultivados separadamente em placas de Petri
contendo o meio solido extrato de malte, no caso do A. brasiliensis, e BDA, no
caso de T. versicolor, e incubados a temperatura ambiente durante sete dias.
ApoOs esse periodo, 10 discos contendo micélio-agar de aproximadamente 6

mm de didmetro, obtidos com auxilio de um tubo de transferéncia esterilizado,
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foram transferidos para frascos do tipo eppendorf® esterilizados, contendo 1
mL de 4gua destilada autoclavada. Os frascos foram, entdo, vedados com filme
plastico e armazenados sob refrigeracéo (4 °C).

3.6 Biotransformacao dos substratos fendlicos

Antes da realizacdo dos experimentos de biotransformacgéo, cada fungo
filamentoso, obtido a partir dos estoques, foi reativado. Para a reativacdo dos
fungos, cada um deles foi repicado em meio solido adequado (meio malte ou
BDA) e incubados a temperatura ambiente durante sete dias. Apds esse
periodo, cinco discos contendo micélio-agar de aproximadamente 6 mm de
didmetro, obtidos com auxilio de um tubo de transferéncia esterilizado, foram
adicionados ao meio liquido fermentativo (50 mL) contidos em frascos tipo
Erlenmeyer de 125 mL de capacidade. Para o fungo A. brasiliensis o meio
fermentativo utilizado foi o Koch’s K1, enquanto que para T. versicolor utilizou-

se 0 meio com indutores de lacase.

Para os ensaios de biotransformacdo dos substratos fendlicos, foram
adicionados aos frascos contendo o meio fermentativo 5 mg do substrato
dissolvidos em 250 pL de dimetilsufoxido (DMSO). As culturas foram
desenvolvidas sob agitacdo constante de 120 rpm, a temperatura de 28°C em
incubadora com agitacdo (Tecnal, TE-420). Amostras foram retiradas nos
periodos de 24, 48 e 72 horas. Frascos controles foram incubados
simultaneamente. Para realizar o controle da atividade metabdlica dos fungos,
foram incubados frascos contendo cinco discos de micélio-agar e meios de

cultura, na auséncia dos substratos.

3.7 Obtencéo dos extratos brutos

Decorrido o periodo de incubacdo, os meios fermentativos foram

filtrados & vacuo para a sua separacdo da massa micelial. Os filtrados obtidos
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(caldos das culturas) foram submetidos a particéo liquido-liquido para obtencéao
dos extratos em acetato de etila (Synth). O procedimento de particdo foi
realizado por trés vezes consecutivas. O volume de solvente extrator utilizado
em cada particdo foi correspondente a 1/3 do volume total de meio
fermentativo. As solucbes em acetato de etila foram posteriormente
concentradas em evaporador rotativo (IKA, RV 10). Todos os extratos brutos
obtidos foram pesados (para calculo dos rendimentos) e armazenados sob

refrigeracdo para as analises posteriores.

3.8 Avaliacdo dos perfis quimicos dos extratos obtidos das culturas dos
fungos filamentosos

Os perfis quimicos de todos os extratos brutos obtidos foram analisados
por meio de técnicas cromatogréaficas. Avaliacfes preliminares foram realizadas
por meio de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em placas
incorporadas com silica-gel (Sigma-Aldrich, 60 A) com sistema solvente
apropriado, particularmente misturas de hexano (Synth) e acetato de etila
(Synth), e acetato de etila (Synth) e metanol (Synth), em diferentes proporc¢des.
As placas foram reveladas por exposicao a radiacao ultravioleta (254 e 365 nm)

e por vapores de iodo.

Com o objetivo de refinar as andlises dos extratos obtidos dos caldos
das culturas, esses foram também analisados utilizando-se CLAE-DAD. O
sistema CLAE analitico utilizado (Shimadzu®) apresenta degaseificador DGU-
20A3R, duas bombas LC-20AD XR, injetor automatico SIL-20A, forno CTO-20A,
detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e sistema controlador CBM-
20A. As andlises foram processadas com auxilio do software LabSolutions
versao 5.57 SP1. As andlises foram realizadas em fase reversa, empregando
coluna Cjg (Shimadzu, 250,0 x 4,6 mm, 5 ym, Shim-pack, PREP-ODS(H)KIT) e
fase movel composta por gradiente formado por metanol (JT Baker) e agua
acrescentada de 0,1 % de acido acético glacial (Merck). O gradiente iniciou-se
com 10 % de metanol, atingindo 100 % apds 30 minutos de eluicdo. O fluxo da

fase movel foi de 0,8 mL/min. Todas as amostras foram preparadas na
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concentragéo de 1 mg/mL e 20 pL de cada foram injetados. Os cromatogramas
obtidos foram avaliados em todos os comprimentos de onda contidos no
espectro ultravioleta-visivel (varredura) e o comprimento de onda de 254 nm foi

selecionado.

O extrato obtido a partir da biotransformacéao do p-cumarato de metila (1)
por Aspergillus brasiliensis teve seu perfil quimico avaliado por CG-EM.

A andlise cromatogréfica do extrato do p-cumarato de metila (ACE) foi
realizada no Laboratério Integrado de Pesquisa Aplicada em Quimica (LIPAQ)
do Centro Universitario SENAI CIMATEC.

As andlises foram feitas utilizando um cromatégrafo a gas acoplado a
um espectrometro de massas da marca Shimadzu (modelo GCMS-2010 SE),
equipado com um injetor automatico split/splitless (modelo AOC-20i), operando
com razao de divisdo (razao de split de 1:1) a uma temperatura de 250°C, com
tempo de purga de 0,80 min. Foi injetado um volume de 1 pL da amostra em
uma coluna capilar Agilent J&W DB-5MS (30 m x 0,25 mm ID; 0,25 pm de
espessura de filme). Como gas de arraste foi utilizado hélio UP (pureza de
99,999%) sob um fluxo de 1,64 mL min™. A programacdo de temperatura do
forno foi 80°C (5,0 min.); 100°C a 5,0°C min™ (2,0 min.); 220°C a 15°C min™
(13,0 min.), com tempo total de corrida de 32 min.

Para o detector de massas foram utilizadas as temperaturas da linha de
transferéncia em 280°C e fonte de ions a 250°C, e modo de ionizagdo por
impacto de elétrons a 70 eV. Para a confirmacdo da identidade dos picos, a
amostra foi injetada no modo SCAN (40 m/z — 400 m/z) e os espectros dos

picos foram comparados ao banco de dados espectrais da biblioteca NIST 11.

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando o aparelho
Microquimica MQAPF 301. Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram
obtidos no equipamento FT-IR Modelo IRAffinity-1 da Marca Shimadzu, com
nimeros de onda em cm™, preparando-se as amostras liquidas em fime de

cloroférmio e as solidas em pastilha de KBr.
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3.9 Biotransformacéao em escala preparativa

A partir dos dados obtidos por meio das técnicas cromatogréficas
utilizadas, os métodos mais promissores para a biotransformacdo dos
substratos, foram selecionados para realizacdo de ensaio em escala
preparativa. As condicdes utilizadas foram as mesmas dos ensaios iniciais
(item 3.6 dessa sec¢do), tendo sido aumentado o niumero de frascos utilizados
nas biotransformacdes (técnica batelada), sendo 20 frascos.

A obtencdo dos extratos em escala preparativa foi realizada de acordo
com procedimento descrito no item 3.7 dessa se¢ao. Os extratos obtidos foram
avaliados por métodos cromatograficos como descrito no item 3.8 dessa secao,
tendo em vista a averiguacao da reprodutibilidade da biotransformacéo e sendo
esta confirmada, passou-se para a fase de isolamento dos derivados de

interesse.

3.10 Isolamento e identificacdo estrutural dos derivados da
biotransformacéo

Os extratos obtidos das culturas desenvolvidas em escalas preparativas
foram submetidos a fracionamentos sucessivos por métodos cromatograficos
até a obtencdo dos derivados de interesse na forma pura. Os métodos
utilizados foram Cromatografia em Coluna Classica (CC), empregando como
fase estacionaria silica gel (Sigma-Aldrich, 60 A) e gradientes formados por

hexano, acetato de etila e metanol.

A escolha do sistema eluente foi sempre feita por meio de andlises
prévias a partir de CCD. O método de elui¢do (isocratico ou com gradiente de
polaridade) foi definido a partir de avaliagédo da complexidade do extrato que se
pretendia fracionar e da dificuldade de separacdo das substancias de interesse.
Tais avaliagbes foram feitas considerando os cromatogramas e CCDs obtidos.
Havendo necessidade, as fracdes promissoras foram submetidas a novos

fracionamentos.
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Uma vez obtidos os derivados de interesse em sua forma pura, 0s
mesmos foram enviados para obtencdo de dados espectrais tendo em vista a
elucidagcé@o estrutural. Os dados de Ressonancia Magnética Nuclear uni- e
bidimensionais (RMN de *H, HMBC e HSQC) dos derivados isolados foram
adquiridos em tubos préprios para uso em RMN, em espectrbmetro Varian
(NMR AS 400) operado a 400MHz. Os deslocamentos quimicos (6 em ppm)
foram calculados com base nos picos residuais do solvente utilizado: metanol
deuterado (CD30D), sendo a utilizac&o definida a partir da solubilidade de cada
amostra. Os espectros obtidos foram processados com auxilio do software
MesTReNova versao 12.0.2-20910. Os dados espectrais de RMN foram
obtidos em parceria com a Central de Analises do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Para auxiliar na
identificacdo da estrutura do derivado obtido a partir da biotransformacao do p-
cumarato de metila (1) por Aspergillus brasiliensis, foi utilizado o espectro de
massas. Para identificacdo dos grupos funcionais de alguns derivados obtidos,

foram utilizados espectros de infravermelho.

3.11 Ensaio computacional de acoplamento molecular

3.11.1 Acoplamento molecular dos acidos fendélicos com a lacase

Para realizacdo dos calculos de acoplamento molecular dos trés
substratos fendlicos na estrutura da Lacase foi empregado um computador
pessoal contendo sistema operacional Linux (Ubuntu 12.0.4) com processador
Intel® Core 2 Quad com 4GB de RAM e 160GB de disco rigido. As estruturas
quimicas das moléculas dos substratos selecionados para a triagem foram
desenhas no programa ChemBioDraw v.12 (ChemBioDraw® Ultra 12.0.2) e as
imagens 3D dos complexos Lacase-ligantes foram analisadas e geradas no
Pymol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrédinger,
LLC).



66

3.11.2 Preparacdao das estruturas da proteina e dos ligantes

A estrutura da proteina Lacase de Trametes versicolor (TVLac)
empregada no acoplamento molecular foi obtida no Protein Data Bank (PDB ID:
1GYC, https://www.rcsb.org/structure/1gyc), resolvida em 1,9 A (PIONTEK et
al., 2002). A estrutura da TvLac foi preparada utilizando as ferramentas do
AutoDock v.4.2 no qual as moléculas dos coadjuvantes de cristalizacdo (N-
acetil Glicosamina e Alcool isopropilico) e agua foram automaticamente
removidas. Além disso, os &tomos de hidrogénio polares (hidrogénios ligados a
atomos eletronegativos) foram adicionados a estrutura e o0s atomos de
hidrogénio ndo polares foram unidos aos atomos de carbono vizinhos. As
cargas (GASTEIGER; MARSILI, 1980) foram calculadas e os tipos de atomos
foram assinalados para todos os atomos da proteina.

3.11.3 Geracgéo darede

A rede é um método empregado no AutoDock v.4.2 onde os pontos em cada
dimenséo (X, y e z) sdo ajustados com a finalidade de se ocupar praticamente
as regides do sitio que tenham interacdes importantes com os ligantes. Os

parametros da rede do nosso estudo tiveram as seguintes configuracoes:
i) Numero de pontos nas dimensfdes X, y e z: 126 em cada eixo.

i) Coordenadas do centro da rede= 16,994; 5,888; 37,27, respectivamente

(valores em A).
iii) Espacamento da rede= 0,375 A.

Neste trabalho, a configuracdo da rede considerou alguns residuos de
aminoacidos da TvLac que possuem interagbes fundamentais com o seu
substrato natural (compostos fendlicos), destacando-se: SER235, ILE236,
GLN237, PHE239, GLN242, TYR244, PR0O299, LEU300, GLU302, ALA410,
ARG423, VAL426 e SER427 (LYASHENKO et al., 2006). Seguiram-se 0s



67

calculos dos parametros da rede através do comando AutoGrid, um executavel

dentro do programa AutoDock v.4.2.

3.11.4 Acoplamento molecular utilizando o AutoDock v.4.2

O acoplamento molecular foi realizado utilizando o AutoDock v.4.2 onde
esta implementado o Algoritmo Genético Lamarckiano (AGL). No nosso estudo,
foram utilizadas 600 gera¢cfes. Para cada célculo de acoplamento realizado,
usamos 0s parametros padrdo, excetuando-se os seguintes: 250 individuos na
populacdo (ga_pop_size, 250), 2.500.000 avaliagcdes energéticas (ga_
num_evals, 2,500,000) e 25.000 numero de geracdes (ga_num_generations,
25.000).

Das moléculas acopladas no sitio da Lacase, foram discriminados os
melhores complexos proteina-ligante. Esta classificacdo € baseada na energia
de ligacdo (AGbind) proteina-ligante (Lacase-substrato fendlico), pois as
funcdes de pontuacdo no AutoDock v.4.2 empregam, para o calculo energético,

0 campo de forca AMBER.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estudos preliminares das biotransformacdes dos compostos fendlicos
selecionados

Nos experimentos, inicialmente pretendeu-se verificar se os substratos
fenolicos poderiam ser biotransformados, utilizando como biocatalisadores as
enzimas dos fungos filamentosos Trametes versicolor ATCC 200801 e
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 (Figura 19). As culturas foram
desenvolvidas a 28°C, sob agitacdo constante de 120 rpm, e as amostras
foram tomadas em 24, 48 e 72 horas (Figura 20), para investigar como o tempo
de incubacéo influencia no processo de biotransformacgdo. Os perfis quimicos
dos extratos brutos obtidos das culturas de T. versicolor e do A. brasiliensis
foram avaliados utilizando cromatografia em camada delgada (CCD), CLAE-
DAD e CG-EM, para identificar se ocorreu a formagdo dos derivados e

caracterizar a polaridade dos mesmos.

Figura 19. Cultura do (A) Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 em meio malte e
(B) Trametes versicolor ATCC 200801 em meio agar.

(B)
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Figura 20. Meio de Cultura do (A.1) Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 em
meio Koch’s K1 e (B.1) Trametes versicolor ATCC 200801 em meio com
indutores de lacase.

(A.1)

4.1.1 Avaliagdo dos perfis quimicos dos ensaios da biotransformacgéo
empregando T. versicolor

Os perfis quimicos dos extratos resultantes da biotransformacéo do p-
cumarato de metila, ferulato de metila e cafeato de metila por Trametes
versicolor, foram avaliados por CCD, cujo eluente foi o sistema hexano:acetato
de etila 60:40 (v/v). ApOs a eluicdo, as placas foram expostas a radiacao

ultravioleta, sendo possivel observar os perfis abaixo (Figura 21).



Figura 21: Cromatoplacas das biotransformacdes dos substratos fendlicos
selecionados. (I) em 24 horas, (lI) em 48 horas e (Ill) em 72 horas. (1) Ferulato
de metila, (2) cafeato de metila, (3) p-cumarato de metila, (4) controle, (5)
extrato do ferulato de metila, (6) extrato do cafeato de metila e (7) extrato do p-
cumarato de metila, reveladas a 254 nm.
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Considerando os perfis quimicos apresentados na CCD (Figura 21),
concluiu-se que o cafeato de metila e ferulato de metila n&o foram
biotransformados, mesmo aumentando o tempo de incubagdo. Somente o p-
cumarato de metila apresentou um resultado positivo no ensaio realizado, e
pode ser observado que a producéo dos derivados ocorreram nos periodos de
48 e 72 horas. Considerando que o tempo € um fator fundamental para
atividade enzimatica, porque a enzima permanece em contato com o substrato,
entdo foi escolhido o processo de biotransformacdo no periodo de 72 horas
para desenvolver os experimentos em escala preparativa, pois considerou-se
gque este tempo foi suficiente para aumentar a concentracéo dos derivados de

interesse.

Apés a obtencdo dos extratos das biotransformacdes das substancias
fendlicas por T. versicolor, foram realizadas andlises cromatograficas para
investigar a presenca de derivados. As analises dos extratos das
biotransformacdes e dos controles foram realizadas por CLAE-DAD, de acordo
com as condi¢Bes descritas no item 3.8 (pagina 62). Os perfis cromatogréficos
obtidos estdo apresentados a seguir (Figuras 22, 23, 24, 25).
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Figura 22: Cromatogramas obtidos em A 254 nm: (1) padrdo ACE TR 20 min.
Extratos da biotransformacao do ACE por T. versicolor, (2) em 24 horas, (3) em
48 horas e (4) em 72 horas.
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A analise comparativa dos perfis cromatograficos entre o padrdo do p-
cumarato de metila e dos extratos de biotransformacao, permite concluir que os
derivados ACETR 17 e ACETR 19 sado produzidos desde o periodo de 24
horas. Ja em 48 horas é formado o derivado ACETR 15. Porém, no periodo de
72 horas 0s picos se apresentaram mais intensos, 0 que pode estar

relacionado ao aumento da concentracdo dos derivados.
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Figura 23: Cromatogramas obtidos em A 254 nm: (1.1) padrdo ACFE TR 17.6
min. Extratos da biotransformacdo do ACFE por T. versicolor, (1.2) em 24
horas, (1.3) em 48 horas e (1.4) em 72 horas.
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A andlise comparativa dos perfis cromatograficos entre o padrdo do
cafeato de metila e dos extratos de biotransformacéo, permite concluir que néao
ocorreram biotransformacdo deste substrato fendlico por T. versicolor, nos

periodos de incubacao estudados.
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Figura 24: Cromatogramas obtidos em A 254 nm: (2.1) padrdo AFE TR 20
min. Extratos da biotransformacao do AFE por T. versicolor, (2.2) em 24 horas,

(2.3) em 48 horas e (2.4) em 72 horas.
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A analise comparativa dos perfis cromatograficos entre o padrdo do

ferulato de metila e dos extratos de biotransformacao, permite concluir que n&o

ocorreram biotransformacdo deste substrato fendlico por T. versicolor, nos

periodos de incubacao estudados.
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Figura 25. Cromatogramas dos controles obtidos a partir da biotransformagéo
das substancias, em A 254 nm. (3.1) em 24 horas, (3.2) em 48 horas, e (3.3)
em 72 horas.
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A analise dos perfis cromatograficos dos extratos controle de
biotransformacao, permite concluir que ndo ocorreram formacao de derivados
por T. versicolor com auséncia dos substratos, nos periodos de incubacédo

estudados.

4.2 Fracionamento dos extratos da biotransformacéo do p-cumarato de metila
por T. versicolor

Apdés a obtencdo do extrato dos derivados de biotransformacdo do p-
cumarato de metila por T. versicolor em escala preparativa (165 mg), este foi
submetido ao fracionamento por CC (15,56 g de silica gel) resultando em 11
fracOes (Tabela 3). A eluicao foi realizada com gradiente de polaridade e, para

tanto, utilizaram-se o0s solventes hexano, acetato de etila e metanol em
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diferentes proporcdes (iniciando com 100% de hexano e chegando a 100%

metanol).

Tabela 3. Fracionamento do extrato de ensaio preparativo da biotransformacéo
do p-cumarato de metila por T. versicolor.

Codigo da fracéao Massa(mg) Eluente (% v/v)
Frl 0,8 hexano 100
Fr 2 2,3 hexano:acetato de etila 90:10
Fr3 3,7 hexano:acetato de etila 80:20
Fr4 5,8 hexano:acetato de etila 60:40
Fr5 26,6 hexano:acetato de etila 60:40
Fr6 14,3 hexano:acetato de etila 50:50
Fr7 8,5 hexano:acetato de etila 30:70
Fr8 3,2 hexano:acetato de etila 10: 90
Fr9 17,8 acetato de etila 100
Fr 10 22,5 acetato de etila:metanol 70:30
Fri1l 31,2 metanol 100

As fracoes Fr 4, Fr 5 e Fr 6 foram reunidas com rendimento total de 46,7
mg, e foi realizado um novo fracionamento por CC (9,32 g de silica gel),
utilizando método gradiente composto por hexano, acetato de etila e metanol.
Este fracionamento resultou na obtencdo 14 fracbes cujos rendimentos estao
apresentados a seguir (Tabela 4). Sendo que, para obtencao das fracfes entre
Fr 2 e Fr 11, foi utilizado o método isocratico constituido por gradiente de

hexano:acetato de etila na propor¢cao de 60:40 (% v/v).
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Tabela 4. Fracionamento do extrato de ensaio preparativo da biotransformagéo
do p-cumarato de metila por T. versicolor.

Codigo da fracéo Massa(mg) Eluente (% v/v)

Frd 1 0,6 hexano 100
Frd 2 1,8 hexano:acetato de etila 60:40
Frd 3 2,2 hexano:acetato de etila 60:40
Frd 4 15 hexano:acetato de etila 60:40
Frd 5 2,6 hexano:acetato de etila 60:40
Frd 6 2,4 hexano:acetato de etila 60:40
Frd 7 1,2 hexano:acetato de etila 60:40
Frd 8 1,7 hexano:acetato de etila 60: 40
Frd 9 0,8 hexano:acetato de etila 60:40
Frd 10 1,3 hexano:acetato de etila 60:40
Frd 11 3,2 hexano:acetato de etila 60:40
Frd 12 1,2 hexano: acetato de etila 30:70
Frd 13 7,8 acetato de etila 100
Frd 14 10,5 metanol 100

As fracdes Frd 4, Frd 5 e Frd 6 foram reunidas e identificada como
derivado ACETR 19 em mistura. A fracdo Frd 8 foi identificada como derivado
ACETR 17. As fragOes entre Frd 9 e Frd 12 foram reunidas e identificada como
derivado ACETR 15. Os derivados isolados apresentaram os rendimentos (em

mg) a seguir (Tabela 5).

Tabela 5. Fracionamento de Frd.

Cddigo do derivado Massa (mg)
ACETR 15 6,5
ACETR 17 1,7

ACETR 19 5,0
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Para aumentar a quantidade em massa dos derivados identificados, foi
repetido experimento de obtencéo do extrato em escala preparativa (152,3 mg).
Isso foi necessario para que fosse possivel realizar a aquisicdo dos espectros
de RMN de 'H e bidimensionais, sendo estes considerados fundamentais para
a elucidacao das estruturas quimicas dos derivados. O extrato foi submetido ao
fracionamento por CC (13,67 g de silica gel) resultando em 18 fracdes (Tabela
6). A eluicao foi realizada com gradiente de polaridade e, para tanto, utilizaram-
se 0s solventes hexano, acetato de etila e metanol em diferentes proporcdes

(iniciando com 100% de hexano e chegando a 100 % metanol).

Tabela 6. Fracionamento do extrato de ensaio preparativo da biotransformacgéo
do p-cumarato de metila por T. versicolor.

Cdodigo da fracéao Massa (mgQ) Eluente (% v/v)

Frb 1 0,6 hexano 100
Frb 2 1,3 hexano:acetato de etila 90:10
Frb 3 1,7 hexano:acetato de etila 80:20
Frb 4 2,2 hexano:acetato de etila 70:30
Frb 5 1,6 hexano:acetato de etila 60:40
Frb 6 3,3 hexano:acetato de etila 60:40
Frb 7 2,3 hexano:acetato de etila 50:50
Frb 8 4,5 hexano:acetato de etila 40: 60
Frb 9 2,8 hexano:acetato de etila 40:60
Frb 10 2,5 hexano:acetato de etila 30:70
Frb 11 3,8 hexano:acetato de etila 20:80
Frb 12 11,4 hexano:acetato de etila 20:80
Frb 13 7,9 hexano: acetato de etila 10:90
Frb 14 3,7 acetato de etila 100
Frb 15 4,1 acetato de etila: metanol 80:20
Frb 16 5,8 acetato de etila:zmetanol 50:50
Frb 17 6,4 acetato de etila:zmetanol 30:70

Frb 18 13,2 metanol 100
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As fracOGes entre Frb 5 e Frb 7 foram reunidas e identificada como
derivado ACETR 19 em mistura. A fracdo Frb 8 foi identificada como derivado
ACETR 17. A fracdo Frb 12 foi identificada como derivado ACETR 15. Os

derivados isolados apresentaram os rendimentos (em mg) a seguir (Tabela 7).

Tabela 7. Fracionamento de Frb.

Cddigo do derivado Massa (mg)
ACETR 15 11,4
ACETR 17 4,5
ACETR 19 7,2

As fracdes foram reunidas de acordo com os coédigos dos derivados
presentes nas Tabelas 11 e 12, cujo rendimento total foram: 17,9 mg para
ACETR 15, 6,5 mg do ACETR 17, e 12,2 mg do ACETR 19. Estas fracbes
foram selecionadas para aquisicdo dos dados de RMN *H, bidimensionais e de
13C.

Apos a obtencdo das fracdes da biotransformacdo do p-cumarato de
metila por T. versicolor, foram desenvolvidas analises cromatograficas para
verificar a presenca de derivados com grau de pureza. As andlises das fracdes
obtidas foram realizadas por CLAE-DAD, de acordo com as condi¢cdes
descritas no item 3.8 (pagina 62). Os perfis cromatograficos obtidos estéo

apresentados a seguir (Figuras 26, 27 e 28).

Analisando o perfil cromatografico (Figura 26), observa-se somente um
pico intenso com tempo de retengéo de 15,2 min, que foi atribuido ao derivado
ACETR 15 isolado.
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Figura 26. Cromatograma do ACETR 15 isolado, obtido em A 254 nm.
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Analisando o perfil cromatografico (Figura 27), observa-se somente um
pico intenso com tempo de retencéo de 17,6 min, que corresponde ao derivado
ACETR 17 isolado.

Figura 27. Cromatograma do ACETR 17 isolado, obtido em A 254 nm.
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Analisando o perfil cromatogréafico (Figura 28), observa-se a presenca de
dois picos intensos com tempos de retencao de 19,7 min e 20,2 min, que foram
atribuidos ao derivado ACETR 19 (formado em mistura) e ao substrato ACE,

respectivamente.
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Figura 28. Cromatograma do ACETR 19 isolado, obtido em A 254 nm.
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4.3 Identificagdes estruturais dos derivados obtidos da biotransformagéo do
ACE por T. versicolor

Inicialmente, foi realizada a aquisicdo do espectro de RMN de *H do p-
cumarato de metila padrao para facilitar a elucidagéo estrutural dos derivados
da biotransformacdo do ACE por Trametes versicolor. Os valores de

deslocamentos quimicos do ACE estao presentes na Tabela 8.

Tabela 8. Dados de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) do ACE padréo.

ACE Padréao
Posicao Jy (ppm), multiplicidade, J (Hz)
1 7,62, d,J=16,04
2 6,32, d, J= 16,04
’ 3,76, s

3
2 7,46,d,J = 8,46
3 6,80, d, J = 8,46
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Figura 29. Estrutura quimica do p-cumarato de metila (ACE)

No espectro do ACE (Figura 30), os sinais dos hidrogénios do anel
aromatico aparecem nos seguintes deslocamentos quimicos: ¢ 7,46 (H-2, d,
2H); 6,80 (H-3, d, 2H). Os hidrogénios da olefina com acoplamento em trans,
apresentam o0s seguintes deslocamentos quimicos: ¢ 7,62 (H-1’, d, 1H); 6,32

(H-2’, d, 1H). Apresenta também um grupo metoxila em ¢ 3,76 (H-3’, s, 3H).
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H do p-cumarato de metila (400 MHz,
CD;OD).
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4.3.1 Identificacdo estrutural do derivado ACETR 15

O derivado ACETR 15, identificado como acido (E)-3-(4-hidroxifenil)
acrilico ou acido cumarico, apresentou-se como um sélido castanho claro, com
faixa de fusdo 206,1- 207,2°C, soluvel em CH3OH, e teve rendimento de
12,18%. A faixa de fusdo deste composto encontrado na literatura é 210-
213°C. A identificacdo foi realizada através da andlise dos dados
espectroscopicos de RMN de *H e IV.

O espectro no IV (Figura 31) apresentou sinal em 3379 cm™ referente ao
estiramento da ligagdo O-H de hidroxila fendlica. A banda larga na faixa entre
3600-2500 cm™ é caracteristica de estiramento da ligagdo O-H de &cido
carboxilico. Apresentou banda de absorcdo em 2931 cm™ corresponde ao
estiramento da ligacdo Csp>H de alceno. A banda em 1674 cm™ é
caracteristica de estiramento da ligacdo C=0 de acido carboxilico conjugado. A
banda em 1600 cm™ corresponde ao estiramento da ligacdo C=C de anel
aromatico, o sinal em 1246 cm™ é caracteristica de estiramento da ligacdo C-O
de &cido carboxilico, e a banda em 833 cm™ é caracteristico de deformacéo da

ligacdo C-H de aromatico 1,4-dissubstituido.
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Figura 31. Espectro de Infravermelho do &cido cumarico (ACETR 15), obtido
em pastilha de KBr.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H do acido cumérico padrdo (400 MHz,

CD30D).
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H do &cido cumérico (ACETR 15) (400 MHz,

CD:OD).
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Tabela 9. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDs0D) do derivado ACETR 15, e
comparacao com os dados da literatura (em 300 MHz).

ACETR 15, 4 (ppm), SALAMEH et al. 2010
Posico multiplicidade, J (Hz) on, multiplicidade
1 7,60, d, J= 15,86 7,50, m
2 6,30, d, J= 15,86 6.30, d
2 7,46, d, J= 8,56 7,40, d
3 6,82, d, J= 8,56 6,70, d

A anélise do espectro de RMN de *H do ACETR 15 (Figura 33, pagina
87) permitiu com base nos valores de deslocamentos quimicos (Tabela 9),
obter informacdes relacionadas a estrutura quimica do mesmo. Os sinais dos
hidrogénios do anel aromatico aparecem nos seguintes deslocamentos
quimicos: ¢ 7,46 (H-2, d, 2H); 6,82 (H-3, d, 2H). No espectro de RMN de *H os
hidrogénios da olefina com acoplamento em trans, apresentam o0s seguintes
deslocamentos quimicos: ¢ 7,60 (H-1’, d, 1H); 6,30 (H-2’, d, 1H). Foi observado
que estes sinais estdo de acordo com os deslocamentos quimicos do acido
cuméarico padrdo (Figura 32, pagina 86). Comparando os deslocamentos
quimicos dos espectros de RMN de *H do ACE (Figura 30, pagina 83) e do
ACETR 15 (Figura 33, pagina 87), pode-se concluir que a biotransformacgéo
nao ocorreu no anel aromatico e/ou na olefina. A hidrolise resultante da
biotransformagédo ocorreu no carbono da carbonila (Figura 29, péagina 82).
Diante dos resultados obtidos, foi possivel propor a estrutura quimica do
derivado ACETR 15 (Figura 34).

Salameh e colaboradores (2010), identificaram o &acido p-cumarico
utilizando informagdes espectrais de RMN de *H, cujos valores estdo coerentes

com os resultados do ACETR 15, obtido pela biotransformacéao do ACE.
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Figura 34. Proposta estrutural para o derivado ACETR 15, obtido a partir da
biotransformacao do ACE por T. versicolor.
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4.3.2 Identificacao estrutural do derivado ACETR 17

O derivado ACETR 17, identificado como (E)-3-(3,4-dihidroxifenil)
acrilato de metila ou cafeato de metila (ACFE), apresentou-se como um sélido
alaranjado, com faixa de fusdo 163,5-165,8°C, soluvel em CH3OH, e teve
rendimento de 3,56%. A faixa de fusdo para este composto encontrado na
literatura é de 158-161°C. A identificacao foi realizada através da andlise dos

dados espectroscépicos de RMN de *H.

Tabela 10. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDs0D) do derivado ACETR 17, e
comparacao com os dados da literatura (500 MHz)

ACETR 17, 6n (ppm), TAKAHASHI et al., 2010

Posicéo multiplicidade, J (Hz) oy, multiplicidade
1 7,56, d, J= 15,86 7,47,d
2 6,27, d, J= 15,86 6,25, d
3 3,76, s 3,67, s
2 7,04,d,J=1,98 7,04, d
5 6,78, d, J= 8,13 6,74, d
6 6,95, dd, J=8,13; 1,98 6,99, dd
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H do cafeato de metila padrdo (400 MHz,
CD;OD).
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H do cafeato de metila (ACETR 17) (400
MHz, CD3;0D).
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A anélise do espectro de RMN de 'H do ACETR 17 (Figura 36, pagina
91) permitiu obter informacdes relacionadas a estrutura quimica do mesmo. Os
sinais dos hidrogénios do anel aromético aparecem nos seguintes
deslocamentos quimicos: ¢ 7,04 (H-2, d, 1H); 6,78(H-5, d, 1H); 6,95 (H-6, dd,
1H). Os hidrogénios da olefina com acoplamento em trans, apresentam o0s
seguintes deslocamentos quimicos: ¢ 7,56 (H-1’, d, 1H); 6,27 (H-2’, d, 1H). Foi
observado que os deslocamentos quimicos do ACETR 17 estédo de acordo com
os deslocamentos quimicos do cafeato de metila padréo (Figura 35, pagina 90).
Pode ser observado que o ACE possui hidrogénios quimicamente equivalentes
(H-2 e H-3, Figura 29, pagina 82), no entanto, ndo foi constatada a presenca
destes no espectro do derivado ACETR 17, o que permite concluir que a
biotransformagdo ocorreu no anel aromatico. A hidroxilagdo resultante da
biotransformagéo do p-cumarato de metila por T. versicolor ocorreu no C-3
(Figura 29, pagina 82). Diante dos resultados obtidos, foi possivel propor a

estrutura quimica do derivado ACETR 17 (Figura 37).

Takahashi e colaboradores (2010), identificaram por RMN de *H, o
cafeato de metila, cujos deslocamentos quimicos estdo coerentes com 0s
resultados encontrados para o ACETR 17, obtido experimentalmente por

biotransformacéao (Tabela 10, pagina 89).

Figura 37. Proposta estrutural para o derivado ACETR 17, obtido a partir da
biotransformacao do ACE por T. versicolor.
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4.3.3 Identificagao estrutural do derivado ACETR 19

O derivado ACETR 19, identificado como o (E)-3-(4-metoxifenil) acrilato
de metila ou p-metoxicinamato de metila, apresentou-se como um soélido
amarelo em mistura, solavel em CH3OH. A identificacdo foi realizada através

da analise dos dados espectroscépicos de RMN de *H.

Tabela 11. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDs0D) do derivado ACETR 19

ACETR 19
Posicéao ox (ppm), multiplicidade, J (Hz)
1 7,62, d, J= 15,92
2’ 6,34, d, J= 15,92
3 3,77, s
4 3,71, s
7,64,d,J=28,54

3 6,76, d, J = 8,54
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H do (E)-3-(4-metoxifenil) acrilato de metila
(ACETR 19) em mistura com o ACE (400 MHz, CD30D).
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A anélise do espectro de RMN de *H do ACETR 19 (Figura 38, pagina
94) permitiu obter informacdes da estrutura quimica do mesmo. Como foi
obtido em mistura, foi utilizado o espectro do padrdo ACE (Figura 30, pagina
83) para facilitar a identificacédo dos sinais do ACETR 19. As informagdes sobre

os deslocamentos quimicos do ACE padrao estdo na Tabela 8 (pagina 81).

Ja no espectro da mistura (Figura 38), os sinais dos hidrogénios do anel
aromatico aparecem nos seguintes deslocamentos quimicos: 6 7,64 (H-2, d,
2H); 6,76 (H-3, d, 2H). Os hidrogénios da olefina com acoplamento em trans,
apresentam o0s seguintes deslocamentos quimicos: 6 7,62 (H-1', d, 1H); 6,34
(H-2’, d, 1H). Porém, aparecem deslocamentos quimicos referentes a duas
metoxilas: em ¢ 3,77 (H-3', s, 3H) e em 3,71 (H-4’, s, 3H), 0o que pode-se
concluir que a biotransformacéo resultou na adicdo de um grupo metoxila no C-
4(Figura Figura 30, pagina 84). Diante dos resultados obtidos, foi possivel

propor a estrutura quimica do derivado ACETR 19 (Figura 39).

Figura 39. Proposta estrutural para o derivado ACETR 19, obtido a partir da
biotransformacao do ACE por T. versicolor

T. versicolor

ACETR 19
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4.4 Estudos in silico das biotransformacées dos compostos fendlicos
selecionados

Ensaios in vitro mostraram que a biotransformacdo das substancias
fendlicas por T. versicolor, resultou na derivatizacdo exclusiva do p-cumarato
de metila (ACE). Com a finalidade de compreender a especificidade do fungo
T. versicolor e, consequentemente, a das suas enzimas pelo substrato
mencionado, foi utilizada a técnica de acoplamento molecular.

Uma das caracteristicas mais valiosas dos métodos de acoplamento
molecular é a capacidade de mimetizacdo dos modos de ligacdo observados
experimentalmente, funcionando até mesmo como forma de validacdo dos
mesmos (SILVA, 2007). No presente estudo, foi hipotetizado que a enzima
majoritariamente produzida no meio reacional contendo T. versicolor tratava-se
da lacase (TvLac). Para os ensaios in silico, a estrutura da lacase foi obtida a
partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB).

Conforme descrito no item 3.11.3 (pagina 66), os aminoacidos presentes
no sitio ativo estudado foram: SER235, ILE236, GLN237, PHE239, GLN242,
TYR244, PRO299, LEU300, GLU302, ALA410, ARG423, VAL426 e SER427.

Os residuos de aminoéacidos utilizados nas predi¢cdes, apresentam
caracteristicas hidrofilicas, onde se destacam a serina e glutamina, e alguns
com caracteristicas hidrofébicas, como alanina e leucina. Sendo assim,
considerando que os substratos fendlicos (ACE, ACFE e AFE) possuem um
anel aromético, no sitio ativo, 0 mesmo pode ser posicionado em regides
hidrofobicas, interagindo com residuos de aminoacidos menos polares,
prevalecendo assim as interagcdes de van der Waals (BARREIRO; FRAGA,
2015). Por outro lado, os grupos polares, como a carbonila do éster e a
hidroxila fendlica, podem interagir com residuos de aminoacidos polares,
constituindo dessa forma as interagdes por ligacdo de hidrogénio.

No ensaio de acoplamento molecular, foram obtidos os valores da
afinidade de ligacdo entre os substratos fendlicos (ACE, ACFE e AFE) e o sitio
ativo do receptor biolégico. Os dados energéticos do acoplamento realizado no
Autodock, resultantes das interacbes mais efetivas entre proteina-ligante

encontram-se na Tabela 12.
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Tabela 12. Energias de ligacao resultantes do acoplamento molecular entre as
substancia fendlicas e a lacase

Ligante AG ( Kcal.mol™)
Cafeato de metila - 7,55
Ferulato de metila - 7,37

p-cumarato de metila - 6,89

Os valores das energias de ligacado permitiram concluir que os ligantes
fendlicos testados interagiram de forma espontanea com o receptor bioldgico.
Porém, os valores diferentes de AG podem ser atribuidos as diferentes
orientagfes que 0s mesmos assumiram no sitio ativo da lacase ensaiada.

Os resultados do acoplamento molecular apontaram que o cafeato de
metila (ACFE) pode se ligar ao sitio que melhor posiciona o ferulato de metila
(AFE) e p-cumarato de metila (ACE), alcancando desta forma energia de

ligacéo diferente (Figura 40).

Figura 40. Sitio de ligag&do na TvLac com ferulato de metila (azul), cumarato de
metila (amarelo) e cafeato de metila (rosa).
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O ensaio do acoplamento molecular do cafeato de metila (ACFE) no sitio
ativo da TvLac mostrou que este ligante alcangou os residuos de aminoécidos
(linhas tracejadas em amarelo) GLN237, GLN242, SER427 e GLU302, ALA
410. A interacdo com o residuo GLN 237 ocorreu por ligacdo de hidrogénio na
regido que se encontra a carbonila. A hidroxila estava sobre uma regido que
permitiu as interacdes por ligacdo de hidrogénio com os residuos SER427 e
GLN242. O residuo GLU302 interagiu diretamente com hidrogénio da hidroxila.
No sitio de ligagdo pode ser observado que o anel aromatico estava
posicionado na regido desfavoravel a interacdes hidrofébicas, com os residuos
PHE239, TYR244, LEU300 e ILE236. Em comparagdo com os acoplamentos
dos outros substratos, o acoplamento do cafeato de metila no sitio de ligacao,
resultou no maior nimero de interacdes por ligacdo de hidrogénio, o que

contribuiu para a formacgédo de um complexo mais estavel (Figura 41).

Figura 41. Sitio de ligacdo do TvLac com cafeato de metila (ACFE),
visualizado no Pymol.
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O ensaio de acoplamento molecular do ferulato de metila (AFE) mostrou
que este ligante foi orientado no sitio de ligacdo da TvLac, de forma que
alcancou os residuos de aminoacidos GLN237, GLN242, SER427 e GLU302. A
interacdo com o residuo GLN 237 ocorreu por ligacdo de hidrogénio na regido
que se encontra a carbonila. A hidroxila localizou-se sobre uma regido que
permitiu as interacées por ligacdo de hidrogénio com os residuos SER427 e
GLN242. O residuo GLU302 interagiu diretamente com o hidrogénio da
hidroxila. No sitio de ligacdo, pode ser observado ainda que o anel aromético
estava posicionado na regido desfavoravel a interacdes hidrofébicas, com os
residuos PHE239, TYR244, LEU300 e ILE236 (Figura 42). Pode ser visto que,
embora o AFE tenha apresentado interacdo com 0s mesmos residuos de
aminoacidos que o ACFE, seu acoplamento resultou em uma energia maior.
Tal fato pode ser atribuido ao menor niumero de ligacdes de hidrogénio que o
AFE estabeleceu (Figura 42).

Figura 42. Sitio de ligacdo do TvLac com ferulato de metila (AFE), visualizado
no Pymol.
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O acoplamento molecular do p-cumarato de metila (ACE) mostrou que
este ligante assumiu uma orientacdo no sitio ativo da lacase que permitiu
interagbes com os residuos de aminoacidos GLN237, GLN242, SER427 e
GLU302. A interacdo com o residuo GLN 237 ocorreu por ligacdo de hidrogénio
na regido que se encontra o oxigénio da carbonila. A hidroxila localizou-se
sobre uma regido que permitiu as interacdes por ligacado de hidrogénio com os
residuos SER427 e GLN242. O residuo GLU302 interagiu diretamente com o
hidrogénio da hidroxila. No sitio de ligacdo, pode ser observado que o anel
aromatico estava posicionado na regido desfavoravel a intera¢des hidrofobicas,
com os residuos PHE239, TYR244, LEU300 e ILE236. Pode ser observado
que o ACE estabeleceu um menor nimero de ligagdo de hidrogénio em
comparacao com os ligantes ACFE e AFE, sendo assim formado um complexo
de maior energia. Além disso, a orientacdo assumida pelo ACE mostrou-se
mais favoravel, permitindo que regides (como o carbono carbonilico e carbono
em orto a hidroxila fendlica) estivessem menos bloqueadas pelos residuos de
aminoéacidos. Dessa forma, foram facilitadas as reacdes de biotransformacéao
(Figura 43).

Figura 43. Sitio de ligagdo do TvLac com p-cumarato de metila (ACE)
visualizado no Pymol.
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A partir de cada conformacdo espacial, sdo obtidas energias livres de
ligacdo (entre ligante e alvo), onde a menor energia € considerada a mais
provavel para justificar a conformacdo da interacdo (KITCHEN apud
REBOREDO, 2012).

Os resultados alcancados permitiram reconhecer que o sitio ativo
utilizado em predi¢cdes preliminares de acoplamento molecular, pode ser
utilizado para obtencdo de derivados mais polares que gerem complexos
proteina-ligante mais estaveis.

Os resultados do acoplamento molecular dos substratos no sitio ativo da
lacase, permitiram propor uma explicacao valida que pudesse justificar por que
somente o0 p-cumarato de metila foi biotransformado por T. versicolor.
Considerando que entre os trés substratos utilizados nos ensaios, 0 p-cumarato
de metila ao interagir com o sitio ativo da lacase, gerou um complexo ligante-
proteina menos estavel, uma vez que apresentou maior valor no AG (Tabela
12, pagina 97). Com isso, a derivatizacdo por processo de biotransformacéo foi
favorecida para formar ligantes que pudessem interagir espontaneamente com
o receptor biolégico, levando a formacédo de complexo de menor energia. Neste
caso, admitiu-se que o0 p-cumarato de metila assumiu uma orientacado
favoravel, cujo posicionamento no sitio ativo permitiu a interagdo efetiva com
radicais, resultando nas reacdes de hidrélise, hidroxilacdo e metoxilacdo
(Figura 44).
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Figura 44. Reacfes Quimicas resultantes da biotransformacao do ACE por T.
versicolor.
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4.4.1 Propostas de mecanismos de reacdo para obtencdo dos derivados da
biotransformagé&o do ACE por T. versicolor

As lacases participam de varios processos fisiolégicos por meio da
catélise de reacdes de oxidorreducdo. Nas plantas, por exemplo, as lacases
estdo envolvidas com a polimerizacdo da lignina (CAPARROS-RUIZ et al.,
2006). Embora presente em diversos organismos vivos, as lacases mais
estudadas séo as de origem fungicas, em particular dos Basidiomicetos, como
Trametes versicolor. A lacase produzida por T. versicolor tem um dos maiores
potenciais redox e compde o principal componente extracelular de tal fungo (
LIMURA et al., 2018).

Considerando que biotransformacdo das substancias fendlicas podem
ocorrer utilizando enzimas de micro-organismos, e sabendo que foram
utilizadas para o processo lacases flangicas, que atuam em reacdes de
oxirreducao, foi possivel propor o mecanismo para justificar a formagdo dos

derivados. A reacdo ocorre em duas etapas: a primeira é a reducdo de ions
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Cu?* para Cu* paralelo a oxidacdo das substancias fenélicas, sendo removido

um préton pelo GLU302, levando a formagéo de radicais (Figura 45).

Figura 45. Oxidacao do p-cumarato de metila (ACE) no sitio ativo da lacase.
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Neste caso, 0s experimentos realizados revelaram que a Unica
substancia que foi biotransformada por T. versicolor foi 0 p-cumarato de metila.
O p-cumarato de metila com a perda de um elétron e com o auxilio do residuo
GLU302 na retirada de um proton, converte-se a um radical fenoxi que pode

ser estabilizado por efeito de ressonéncia (Figura 46).
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Figura 46. Estruturas de ressonancia do radical fenoxi (DEWICK, 2009).
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Na segunda etapa, o Cu* é oxidado a Cu®" paralelo a reducéo do
oxigénio. Consultando a tabela de Potenciais de Reducéo, é possivel atribuir
que o O pode atuar como agente oxidante frente ao Cu”, pois seu potencial de
reducdo é mais elevado, contribuindo dessa forma para que a diferenca de
potencial resulte em um processo espontaneo (Equacdes 3 e 4).

Cu™ag + € > Cu'u E°=+ 0,15 eV (3)

Oy + 4H'@ + 4é > 2H,0) E°=+1.23eV (4)

Ferreira e Matsubara (1997) comentam que espécies reativas do
metabolismo do oxigénio sdo encontrados em todos sistemas biolégicos. Em
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condicOes fisiolégicas do metabolismo celular aerébico, o O, sofre reducéo
tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de
H,O. Durante esse processo sao formados intermediérios reativos, como 0s
radicais superoxido (O,"), hidroperoxila (HO2) e hidroxila (.OH), e o perdxido
de hidrogénio (H>0,).

Estes fragmentos reagem entre si e levam a formacéo de H,O, que é
uma das espécies produzida no ciclo catalitico da lacase. Estes fragmentos
também podem reagir com o radical fenoxi e formar outros produtos.

Para explicar a formagdo do derivado ACETR 17, foi proposto um

mecanismo de reacdo radicalar, no qual o fragmento (Il) reage com o radical
.OH. Forma-se um intermediario, que posteriormente € oxidado na presenca

de NAD" e ocorre a adigdo simultdnea de hidrogénio proveniente do radical
hidroperoxila (HO,) (Figura 47).

Figura 47. Proposta do mecanismo de reacéo radicalar de formacéo do
ACETR 17.
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Na formacdo do derivado ACETR 15, o fragmento (V) reage com o

radical .OH, e simultaneamente com o radical HO, , levando a formag&o de um

intermediario. Posteriormente, ocorre a restauracdo da carbonila e a saida do

radical metoxi (.OCHj3) (Figura 48).
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Figura 48. Proposta do mecanismo de reacéo radicalar de formacéo do
ACETR 15
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Na proposta de mecanismo de formacdo do derivado ACETR 19,
inicialmente o radical HO, e o radical .OCHgs ( proveniente do fragmento V)

reagem simultaneamente com o fragmento (VII). Forma-se um intermediario,
gue em outra etapa reage com radical HO,, restaurando a aromaticidade da

molécula e libera agua (Figura 49).

Figura 49. Proposta do mecanismo de reacdo radicalar de formacdo do
ACETR 19.
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4.5 Avaliacdo dos perfis quimicos dos extratos da biotransformagdo das
substancias fendlicas por A. brasiliensis

Os perfis quimicos dos extratos resultantes da biotransformacéo do p-
cumarato de metila (ACE), ferulato de metila (AFE) e cafeato de metila (ACFE)
por Aspergillus brasiliensis, foram avaliados por CCD, cujo eluente utilizado foi
hexano:acetato de etila 60:40 (v/v). ApGs a eluicdo, as placas foram expostas a
radiacdo ultravioleta (Figura 50). O tempo escolhido para desenvolver os
ensaios de biotransformacao foi de 72 horas, pois nossos resultados prévios
(com o fungo T. versicolor) comprovaram que o aumento do tempo de

incubacéo favorece a producao dos derivados.

Figura 50. Cromatoplacas das biotransformagfes dos substratos fendlicos
selecionados. (1) Controle, (2) p-cumarato de metila, (3) cafeato de metila, (4)
ferulato de metila, (5) extrato do p-cumarato de metila, (6) extrato do cafeato de
metila e (7) extrato do ferulato de metila, (8) acetofenona, reveladas a 254 nm.
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Considerando os perfis quimicos apresentados na CCD (Figura 50),
concluiu-se que o cafeato de metila ndo foi biotransformado. O p-cumarato de
metila foi biotransformado, resultando na formac&o de trés derivados. O

ferulato de metila foi biotransformado resultando na formacdo de um derivado.

4.5.1 Avaliacao dos perfis quimicos em CG-EM do extrato da biotransformacéo
do ACE por A. brasiliensis

O extrato da biotransformagdo do p-cumarato de metila (ACE) por A.
brasiliensis, foi submetido ao CG-EM, de acordo com as condi¢des descritas no

item 3.8 (pagina 62), cujo perfil quimico esta apresentado na Figura 51.

Figura 51. Cromatograma obtido no CG-EM. Derivados resultantes da
biotransformacao do ACE por A. brasiliensis.
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A analise do perfil cromatogréafico do extrato, permitiu concluir que foram
produzidos trés derivados, no qual o ACTR 6 com TR 6,5 min foi o0 mais volatil
detectado, os derivados ACTR 16.3 com TR 16,3 min e ACTR 16.7 com TR
16,7 min sao isbmeros, pois nos espectros de massas dos mesmos, 0 ion
molecular tem a mesma razdo m/z. O ACE com TR 17 min corresponde ao

substrato que néo foi metabolizado por A. brasiliensis.

4.6 ldentificacdes estruturais dos derivados obtidos da biotransformacéo do
ACE por A. brasiliensis

As identificacbes dos derivados provenientes da biotransformacgéo do
cumarato de metila (ACE) por A. brasiliensis foram realizadas através da
analise dos dados espectroscopicos de IV e espectrométricos.

O espectro no IV da mistura (Figura 52) apresentou sinal em 2920 cm™
corresponde ao estiramento da ligacdo Csp®-H de alcano. Apresentou banda
de absorcdo em 1762 cm™ caracteristica de estiramento da ligacdo C=0O de
éster. A banda em 1678 cm™ corresponde ao estiramento da ligacdo C=0 de
cetona conjugada. A banda em 1597 cm™ corresponde ao estiramento da
ligagdo C=C de anel aromatico. O sinal em 1265 cm™ é caracteristica de
estiramento da ligagcdo C-O de éster. A banda em 1018 cm™ corresponde ao
estiramento da ligacdo C-O de &lcool primario. A banda em 926 cm™ é
caracteristico de deformacao da ligagcdo C-H de aromatico 1,2,4-trissubstituido.
A banda em 759 cm™ é correspondente a deformacdo da ligacdo C-H de
aromatico 1,4-dissubstituido. A banda em 690 cm™ é correspondente a
deformacéo da ligacdo C-H de aromatico monossubstituido.



Figura 52. Espectro de Infravermelho do extrato

biotransformacao do ACE por A. brasiliensis.
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O espectro de massa do ACTR 6 (Figura 53) apresenta um pico do ion
molecular m/z igual a 120, e o pico base em m/z igual a 105. Com as
informacdes obtidas por IV e EM, pode-se propor que a estrutura quimica do
derivado ACTR 6, foi resultado de reacdes de hidroxilagdo e descarboxilacéo,

formando a acetofenona.

Figura 53. Espectro de massas do derivado ACETR 6 obtido a partir da
biotransformagé&o do ACE por A. brasiliensis
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Com base nos picos apresentados no espectro de massas da
acetofenona (ACTR 6) (Figura 53), foi possivel propor a fragmentacéo a seguir
(Figura 54).
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Figura 54: Proposta de fragmentos no espectro de massas da acetofenona
(ACTR 6).
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O espectro de massa do ACTR 16.3 (Figura 55) apresenta um pico do
ion molecular m/z igual a 168, e o pico base em m/z igual a 126. Com as
informacdes obtidas por IV e EM, pode-se propor que a estrutura quimica do
derivado ACTR 16.3, foi resultado de reacdes de hidroxilacdo no alceno e

redugéo, formando o 1-(4-hidroxifenil) propano-1,3-diol.
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Figura 55. Espectro de massas do derivado ACETR 16.3 obtido a partir da
biotransformagé&o do ACE por A. brasiliensis
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Com base nos picos apresentados no espectro de massas do 1-(4-
hidroxifenil) propano-1,3-diol (ACTR 16.3) (Figura 55), foi possivel propor a

fragmentacao a seguir (Figura 56).
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Figura 56. Proposta de fragmentos no espectro de massas do 1-(4-hidroxifenil)
propano-1,3-diol (ACTR 16.3).
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O espectro de massa do ACTR 16.7 (Figura 57) apresenta um pico do
ion molecular m/z igual a 168, e o pico base em m/z igual a 54. Com as
informacdes obtidas por IV e EM, pode-se propor que a estrutura quimica do
derivado ACTR 16.7, foi resultado de reagbes de hidroxilagdo no anel

aromatico e reducdo, formando o 4-(3-hidroxipropil) benzeno-1,3-diol.
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Figura 57. Espectro de massas do derivado ACETR 16.7 obtido a partir da
biotransformacao do ACE por A. brasiliensis
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Com base nos picos apresentados no espectro de massas do 4-(3-

hidroxipropil) benzeno-1,3-diol (Figura 57), foi possivel propor a fragmentacao a

seguir (Figura 58).
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Figura 58. Proposta de fragmentos no espectro de massas do 4-(3-
hidroxipropil) benzeno-1,3-diol.
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O espectro de massa do ACE (Figura 59) apresenta um pico do ion
molecular m/z igual a 178, e o pico base em m/z igual a 147. Com as
informacdes obtidas por IV e EM, e conhecendo a estrutura quimica do ACE,

foi possivel propor a fragmentacéo na sequéncia (Figura 60).



Figura 59. Espectro de massas do p-cumarato de metila (ACE).
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4.7 Avaliacdo dos perfis quimicos em CLAE-DAD dos extratos da
biotransformacao do ferulato de metila por A. brasiliensis

Apébs a obtencdo dos extratos da biotransformacéo do ferulato de metila
por A. brasiliensis, foram realizadas andlises cromatograficas para investigar a
presenca de derivados. A analise do extrato da biotransformacao foi realizada
por CLAE-DAD, de acordo com as condi¢Bes descritas no item 3.8 (pagina 62).
Os perfis cromatograficos obtidos estdo apresentados a seguir (Figura 61).

Figura 61. Cromatograma do extrato obtido da biotransformacéo do AFE por A.
brasiliensis no periodo de 72 horas.
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A andlise do perfil cromatogréfico do extrato da biotransformacgéo do
ferulato de metila permite concluir que o derivado AFTR 17.3 € produzido no
periodo de 72 horas.
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4.8 Fracionamento do extrato obtido a partir da biotransformacédo do AFE por
A. brasiliensis.

Apoés a obtencéo do extrato do produto de biotransformacédo do ferulato
de metila por A. brasiliensis em escala preparativa (80 mg), este foi submetido
ao fracionamento por CC (10,38 g de silica gel) resultando em 18 fracfes
(Tabela 13). A eluicdo foi realizada com gradiente constituido pelos solventes
hexano, acetato de etila e metanol, em diferentes proporcdes (iniciando com

100% de hexano e chegando a 100% metanol).

Tabela 13. Fracionamento do extrato de ensaio preparativo da
biotransformagé&o do ferulato de metila por A. brasiliensis.

Cdodigo da fracéo Massa (mgQ) Eluente (% v/v)

Frk 1 0,4 hexano 100
Frk 2 0,9 hexano:acetato de etila 90:10
Frk 3 1,2 hexano:acetato de etila 80:20
Frk 4 1,6 hexano:acetato de etila 70:30
Frk 5 2,1 hexano:acetato de etila 60:40
Frk 6 2,4 hexano:acetato de etila 60:40
Frk 7 1,3 hexano:acetato de etila 50:50
Frk 8 2,5 hexano:acetato de etila 40: 60
Frk 9 2,1 hexano:acetato de etila 40:60
Frk 10 2,5 hexano:acetato de etila 30:70
Frk 11 2,9 hexano:acetato de etila 20:80
Frk 12 6,8 hexano:acetato de etila 20:80
Frk 13 7,4 hexano: acetato de etila 10:90
Frk 14 3,2 acetato de etila 100
Frk 15 4,6 acetato de etila: metanol 80:20
Frk 16 5,8 acetato de etila:zmetanol 50:50
Frk 17 7,4 acetato de etilazmetanol 30:70

Frk 18 9,2 metanol 100
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As fracdes entre Frk 7 e Frk 9 foram reunidas e identificada como o
derivado AFTR 17.3, cujo rendimento total foi 5,9 mg. A fracdo reunida foi

selecionada para aquisicéo dos dados de RMN *H.

Apébs a obtencao das fragcdes da biotransformacgéo do ferulato de metila
por A. brasiliensis, foram realizadas andlises cromatograficas para investigar a
presenca do derivado com grau de pureza. As analises das fracbes foram
realizadas por CLAE-DAD, de acordo com as condi¢des descritas no item 3.8
(pagina 62). Os perfis cromatogréficos obtidos estdo apresentados a seguir
(Figura 62).

Figura 62. Cromatogramas do (1) Controle e do (2) AFTR 17.3 isolado a partir
da biotransformacédo do AFE por A. brasiliensis, obtidos em A 254 nm.
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Analisando o perfil cromatogréfico (Figura 62) apds isolamento, observa-
se a presenca de um pico intenso (2) com tempo de retencdo de 17,7 min, que

correspondeu ao derivado AFTR 17.3.

4.9 ldentificacdo estrutural do derivado AFTR 17.3 obtido da biotransformacéo
do AFE por A. brasiliensis

O derivado AFTR 17.3, identificado como (Z)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
3-metoxiacrilato de metila, apresentou-se como um soélido castanho claro, com
faixa de fusao 102,5-103,7°C, soluvel em CH3;OH, e teve rendimento de
10,31%. A identificacdo foi realizada através da analise dos dados

espectroscopicos de RMN de *H.

Tabela 14. Dados de RMN de *H (400 MHz, CDs;0OD) do derivado AFTR 17.3 e
AFE padréo.

AFTR 17.3, dy (ppm), AFE
Posicéao multiplicidade, J (Hz) dn multiplicidade, J(Hz)
T - 7,60, d, J= 15,89
2 5,95, s 6,36, d, J= 15,89
3 3,82, s 3,89, s

4’ 3,76, s 3,76, s

5’ 3,79, s -

2 6,79,d,J=1,71 7,17,d, J=1,47

5 6,68, d, J= 7,83 6,80, d, J=8,19

6 6,75,d,J=7,83; 1,71 7,06, d, J=8,19; 1,47




Figura 63. Espectro de RMN de *H do AFE Padr&o (400 MHz, CD3OD).
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Figura 64. Espectro de RMN de *H do AFTR 17.3 (400 MHz, CD;0D).
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A andlise do espectro de RMN de 'H do AFTR 17.3 (Figura 64) permitiu
por meio de valores de deslocamentos quimicos (Tabela 14, pagina 121), obter
informacdes relacionadas a estrutura quimica do mesmo. Foi utilizado o
espectro do RMN de H do AFE padréo para facilitar a elucidacédo do AFETR
17.3. No espectro do AFE (Figura 63, pagina 122), os sinais dos hidrogénios do
anel aromatico apareceram nos seguintes deslocamentos quimicos: ¢ 7,17(H-
2, d, 1H); 7,06 (H-6, dd, 1H); 6,80 (H-5, d, 1H). Os hidrogénios da olefina com
acoplamento em trans, apresentaram os seguintes deslocamentos quimicos:
7,60 (H-1’, d, 1H); 6,36 (H-2’, d, 1H). Aparece um sinal em & 3,76 (H-4’, s, 3H)

correspondente a metoxila.

J& no espectro do AFTR 17.3 (Figura 64, pagina 123), os sinais dos
hidrogénios do anel aromatico aparecem nos seguintes deslocamentos
quimicos: ¢ 6,79 (H-2, d, 1H); 6,75 (H-6, dd, 1H); 6,68 (H-5, d, 1H). Pode-se
concluir que a biotransformacdo ndo ocorreu no anel aromatico. Nao foram
observados no espectro de RMN de *H (Figura 68), os hidrogénios da olefina
com acoplamento em trans, neste caso, pode-se inferir que a biotransformacéo
teve como resultado a adicdo do substituinte a olefina. Foram observados trés
sinais com deslocamentos quimicos: ¢ 3,76 (H-4', s, 3H); 3,79 (H-5', s, 3H);
3,82 (H-3’, s, 3H), que pode-se concluir que o derivado possui trés grupos
metoxilas, sendo que a adicdo da metoxila ligada ao C-1'(Figura 65), foi
resultante da biotransformacéo do ferulato de metila por A. brasiliensis. Diante
dos resultados obtidos, foi possivel propor a estrutura quimica do derivado
AFTR 17.3 (Figura 65). Foram realizadas buscas nos bancos de dados, e nao
foi encontrada a estrutura do derivado AFTR 17.3, o que permitiu concluir que
a biotransformacéo do ferulato de metila por A. brasiliensis levou a formacéo de

um derivado inédito.
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Figura 65. Proposta estrutural para o derivado AFTR 17.3, obtido a partir da
biotransformacao do ACE por A. brasiliensis.

A. brasiliensis

AFE AFTR 17.3

4.10 Proposta do mecanismo de reacgéo de formacdo do AFTR 17.3

A biotransformacdo do AFE por A. brasiliensis teve como resultando a
obtencéo do derivado AFTR 17.3. O mecanismo proposto pode ser explicado
da seguinte forma: na primeira etapa a agua atua como nucledfilo, atacando a
regido deficiente da molécula. Na segunda etapa, uma base (B) que pode ser
outra molécula de agua ou residuo de aminoacido, atua como base de
Bronsted, removendo préton. Na terceira etapa, ocorre oxidacdo do composto
intermediario (i) na presenca de NAD'. Na Ultima etapa, a enzima S-
Adenosilmetionina sintetase ou metiltransferase (SAM) catalisa a reacdo,
convertendo o grupo OH em OCH; (metilagdo) (GIBSON; SKETT, 2001 e
FREY; HEGEMAN, 2007), levando a formacéo do produto AFTR 17.3 (Figura
66).
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Figura 66. Proposta do mecanismo de reacdo de forma¢ao do AFTR 17.3.
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5 CONCLUSOES

Os ensaios de biotransformacdao foram realizados utilizando como
substratos trés compostos fendlicos, p-cumarato de metila (ACE), ferulato de
metila (AFE) e cafeato de metila (ACFE), e dois fungos filamentosos Trametes
versicolor ATCC 200801 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

Estudos utilizando como biocatalisador o T. versicolor, apontaram que o
cafeato de metila e ferulato de metila ndo foram biotransformados, mesmo
aumentando o tempo de incubagcdo. Somente o0 p-cumarato de metila
apresentou um resultado positivo no ensaio realizado, resultando na formacéo
de trés derivados identificados como acido cumarico (ACETR 15), cafeato de
metila (ACETR 17) e o (E)-3-(4-metoxifenil) acrilato de metila (ACETR 19).
Vale ressaltar que a biotransformacdo dos substratos pelo fungo T. versicolor
foi realizada em meio de cultura contendo sulfato de cobre, pois fons Cu?*
promovem o aumento da concentragdo de lacase.

Para analisar a especificidade da lacase de T. versicolor pelo substrato
p-cumarato de metila (ACE), foi utilizado o método computacional de
ancoragem molecular. Foram obtidas informacdes mais precisas em relacéo a
conformacado e orientacdo que o substrato assumiu no sitio ativo da enzima,
resultando na formacédo de complexo proteina-ligante. Durantes 0s ensaios in
silico, as interagBes entre os ligantes e os residuos de aminoacidos do sitio
ativo da lacase foram avaliadas. Nestes experimentos, 0os anéis aromaticos dos
substratos fendlicos foram posicionados em regides hidrofobicas, interagindo
com residuos de aminoacidos menos polares, prevalecendo assim as forcas de
dispersao de London. Por outro lado, os grupos polares puderam interagir com
residuos de aminoacidos polares, constituindo dessa forma as interagfes de
hidrogénio. Os valores das energias de ligacdo (AG) permitiram concluir que os
ligantes fendlicos interagiram de forma espontanea com o sitio da lacase. Os
valores diferentes de AG para as interagdes entre os trés substratos fendlicos e
a lacase foram atribuidos as diferentes orientacdes e conformagfes que 0s
mesmos assumem no sitio ativo enzimatico. Neste caso, admitiu-se que o p-

cumarato de metila assumiu uma conformacéo e orientacdo favoravel, cujo
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posicionamento no sitio ativo permitiu a interacdo efetiva, resultando na sua

biotransformacgéao.

Ao realizar experimentos que permitissem avaliar o comportamento dos
substratos fendlicos frente as enzimas do A. brasiliensis, concluiu-se que o
cafeato de metila n&do foi biotransformado. O p-cumarato de metila foi
biotransformado, resultando na formacéao de trés derivados, identificados como:
a acetofenona (ACTR 6), 1-(4-hidroxifenil) propano-1,3-diol (ACTR 16.3), e 4-
(3-hidroxipropil) benzeno-1,3-diol (ACTR 16.7). O ferulato de metila foi
biotransformado resultando na formacdo de um derivado identificado como o
(2)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-metoxiacrilato de metila (AFTR 17.3). Assim,
as biotransformagfes dos mesmos substratos fendlicos pelos fungos

filamentosos T. versicolor e A. brasiliensis geraram derivados diferentes.

Durante a realizagdo deste trabalho, foi confirmado que a
biotransformacdo € uma ferramenta que pode ser utilizada para a obtencao de
derivados interessantes. Neste processo, foram empregados micro-
organismos, que atuaram como biocatalisadores, resultando em reacdes de
hidrélise, hidroxilacdo, metoxilacdo, descarboxilacdo e reducdo. Todas as
reacOes foram realizadas sob condi¢Bes sustentaveis, a temperatura ambiente,
sob pressdo atmosférica, com uso minimo de reagentes quimicos e solventes
organicos. Além disso, os derivados foram obtidos sem necessidade de uma
série de etapas de reacdes quimicas, 0 que confere alternativa viavel aos
processos quimicos tradicionais. O acoplamento molecular mostrou-se uma
ferramenta valiosa, pois ela auxiliou na compreensdo da especificidade da
lacase por substratos fendlicos.

Os estudos sobre a biotransformacéo dos intermediarios biossintéticos
da via do chiguimato, mostraram-se importantes como uma alternativa a
fitoquimica classica, contornando alguns inconvenientes relacionados ao
isolamento dos metabdlitos secundarios vegetais. A derivatizacdo biologica
resultou no fornecimento de analogos estruturais dos metabdlitos secundarios

fendlicos.
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