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RESUMO

O presente trabalho foi organizado em 3 partes. A primeira delas compreende
a investigagdo por compostos antimicrobianos em extratos de metabdlitos
secundarios de 15 fungos filamentosos isolados de abelhas (Trigona sp.). A
aplicagdo dos ensaios de bioautografia e concentragdo inibitoria minima (CIM) a
monitorizagdo da atividade biolégica resultou no isolamento de 4 substancias
conhecidas, sendo 2 quinonas isoméricas (coclioquinona A e isococlioquinona A) de
Drechslera dematioidea CCT 5631 e 2 dodecalactonas analogas (curvularina e E-
desidrocurvularina) de Curvulfaria eragrostidis CCT 5634 e de Curvularia pallescens
CCT 5654, as quais, em geral, apresentaram valores de CIM altos, relativamente a
antibidticos padréo (cloranfenicol, ciclopiroxolamina).

A segunda parte do trabalho trata da investigacdo por haloperoxidases
(HPOs) e por Baeyer-Villiger monoxigenases (BVMOs) em diferentes
microrganismos. A atividade de HPO néo foi detectada nos experimentos realizados,
0s quais foram realizados com o indeno como substrato. Em contrapartida, utilizando
cicloexanonas, BVMOs foram detectadas em Geotrichum candidum CCT 1205,
Rhodotorula glutinis CCT 2182 e Rhodotorula minuta CCT 1751, ainda que nas
reagbes com estes Gltimos os porcentuais de conversdo do substrato tenham sido
baixos (< 10%) relativamente a G. candidum CCT 1205 (60 — 90%). ©
monitoramento de reagbes de biotransformagéo simultaneas (mais de 1 substrato
por microrganismo) foi introduzido com sucesso nesta etapa do trabalho,
representando uma primeira agdo de otimizagdo do processo de triagem de
biocatalisadores em microrganismos.

A terceira e Gltima parte do trabalho focalisou a implementagéo de triagens
para biocatalisadores baseadas em fluorescéncia. Os experimentos realizados
proporcionaram detecgoes inéditas de BVMO em Trichosporon cutaneum CCT 1903
e de epoxido hidrolases em Pichia stipitis CCT 2617, T. cutaneum CCT 1903 e em
Agrobacterium tumefaciens CCT 6515.
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ABSTRACT

The present research work has been organized in 3 parts. The first of them
regards the search for antimicrobial compounds among the secondary metabolites of
15 filamentous fungi isolated from bees (Trigona sp.). Bioactivity-guided compound
isolation by bioautography and minimum inhibitory concentration (MIC) assays
afforded 4 known substances, namely 2 isomeric quinones, cocchlioguinone A and
isococchlioquinone A, from Drechslera dematioidea CCT 5631 and 2 analogous
dodecalactones, curvularin and E-dehydrocurvularin, from Curvularia eragrostidis
CCT 5634 and Curvularia pallescens CCT 5654, which in general presented high
MIC values compared to standard compounds (chloranphenicol, cyclopiroxolamine).

The second part refers to the search for haloperoxidases (HPOs) and Baeyer-
Villiger monooxygenases (BVMOs) in microorganism whole cells. Unfortunately, no
HPO activity was detected in the reactions with indene as substrate. On the other
hand, in the reactions with cyclohexanones BVMOs were detected in Geotrichum
candidum CCT 1205, Rhodotorula glutinis CCT 2182 and Rhodotorula minuta CCT
1751, although the porcentual conversions provided by the latter were reasonably low
(< 10%) compared to G. candidum CCT 1205 (60 — 90%). Simultaneous monitoring
several biotransformation reactions (more than 1 substrate for a microorganism) was
successfully introduced in this section as a first step towards screening process
optimization.

The third and last part of the present work concerns microtiter plate reactions
aimed at detecting BVMOs by high throughput screening based on fluorescence. The
experiments performed for establishing assay conditions provided the first detection
of a BVMO in Trichosporon cutaneum CCT 1903. Additionally, experiments
performed in parallel provided the first detection of epoxide hydrolases in Pichia

stipitis CCT 2617, T. cutaneum CCT 1903 and in Agrobacterium tumefaciens CCT
6515.
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ABREVIAGOES E SIMBOLOS

BVMO Baeyer-Villiger Monoxigenase

c Converséo

CBMAI Colegéo Brasileira de Microrganismos Ambientais e Industriais

CCD Cromatografia em Camada Delgada

CCT Cole¢ao de Culturas Tropical

CGAR Cromatografia Gasosa de Alta Resolugéo

CGAR-EM Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo acoplada a Espectrometria
de Massas

CIM Concentracdo Inibitdria Minima

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

COSY Espectro de RMN bidimensional de correlagéo H,H

d Dubleto

dd Duplo dubleto

DEPT Incremento sem distor¢éo por transferéncia de polarizagdo

ee Excesso Enantimérico

EH Epdxido hidrolase

EM Espectro de massas

eV Elétron volt

HPO Haloperoxidase

HSQC Espectro de RMN bidimensional de correlacdo C,H a uma ligagao —
Detecgéo inversa

m/z Razéo massa/carga

M* fon molecular

MHz Mega Hertz

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio

R Fator de retencao

RMN Ressonancia Magnética Nuclear

S Singleto
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Introducéo

Dentre as diversas estratégias modernas de investigacdo de novos farmacos,
o planejamento racional, baseado em mecanismo de agao, constitui a abordagem
mais objetiva. N&o obstante, devido a diversidade molecular dos produtcs naturais,
estes seguem sendo amplamente investigados como a principali fonte de
substancias com potencial de aplica¢ao terapéutica.

No contexto mundial, o Brasil € um pais de vocag&o agricola, privilegiado em
biodiversidade e dotado de enorme potencial para desenvoivimento de
biotecnologias. Atualmente, os microrganismos provenientes de habitats pouco
explorados s&o os alvos mais visados das investigagdes por novas substancias
uteis, principalmente em se tratando de compostos bioativos (e.g., antibidticos;
antineoplasicos) ou de enzimas aptas a transformacdo de xenobioticos.”? A
descoberta de tais substancias esta certamente vinculada a realizagéo sistematica
de ensaios in vitro, os quais vém sendo constantemente otimizados por meio do
desenvolvimento de técnicas de triagem de alto desempenho baseadas nos mais
variados recursos de instrumentagdo analitica.

O presente trabalho é dedicado ac estudo quimico de microrganismos e nele
s&o abordados dois temas centrais: o isolamento de produtos naturais com atividade
antimicrobiana e a investigagdo de biocatalisadores Uteis & sintese organica. Dois
conjuntos de microrganismos foram abordados, um deles composto por fungos
filamentosos isolados de abelhas (Trigona sp.), o outro por fungos, leveduras e
bactérias de origens diversas. A proposta inicial consistiu em investigar a producgéo
de composto antimicrobianos pelos fungos isolados de abelhas (Trigona sp.) e a
atividade de haloperoxidases e de Baeyer-Villiger monoxigenases dentre os demais
microrganismos. Dentro deste ultimo topico, foi averiguado a implementacdo de um
ensaio de alto desempenho para triagem de biocatalisadores baseada em detecgéo
de fluorescéncia. De modo a facilitar a leitura, foram organizados trés capitulos: 1.

Prospecgao de compostos antimicrobianos, 2. Prospecgéo de haloperoxidases



e Baeyer-Villiger monoxigenases e 3. Implementaciao de triagem de alto
desempenho.



Prospeccdo de antibidticos

Capitulo 1

Prospecgao de compostos antimicrobianos

Ao descobrir a penicilina (1.1) no caldo de cultura de Peniciflium notatum,
Alexander Fleming iniciava, em 1929, uma verdadeira revolu¢gdo no combate as
doengas infecciosas,? estimulando varias outras investigagbes por produtos naturais
com atividade antimicrobiana. Incontaveis substancias foram descobertas e com o
passar do tempo os antibiéticos comegaram a representar a classe mais numerosa
de metabolitos secundarios de origem microbiana dotada de potencial

farmacoldgico.*

HOOC
HyC™ g N
Penicilina G (1.1)

Atualmente, o0s compostos antimicrobianos sdo classificados em
antibacterianos, antifingicos, antiprotozoarios, antielminticos ou antivirais. No
sentido estrito, a denominagéo anfibidtico é dada aos antimicrobianos de origem
natural e a denominagéo quimioterapico aos antimicrobianos de origem artificial
(sintética).’ Entretanto, na pratica diaria, os termos antibiético e quimioterépico sado
amplamente utilizados como sinénimos, sem considerag&o ao critério da origem.

Lamentavelmente, acompanhando o desenvolvimento das defesas
quimioterapéuticas do homem conta os microrganismos, estes Gitimos também
desenvolveram defesas contra os agentes quimioterapicos, com consequente
aparecimento de resisténcia. Este fato ndo € surpreendente, porquanto reflete o

principio evolutivo de adaptagdo e selegdo dos mais aptos a propagacdo da
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espécie.® Principalmente devido a exposi¢ao excessiva e ao mal uso dos antibidticos
(e.g., automedicagdo, tratamento interrompido, superdosagens, associacdes
incorretas), linhagens de microrganismos resistentes tém emergido mundialmente,
notoriamente em ambientes hospitalares.”® Isto tem merecido a atencdo de
organismos de saude publica competentes e incentivado o fomento de politicas para
investigacdo por novos antimicrobianos.®'® Em consideragdo a este fato, varios
fungos filamentosos, os quais por meio de testes de difusdo em agar (disco-placa,
onde disco = amostra cilindrica da cultura do fungo) demonstraram potencial para
produgédo de compostos antimicrobianos’' foram submetidos a estudo no presente
trabalho. Estes fungos constituem um conjunto de 15 espécies isoladas de abelhas
(Trigona sp.) envolvidas com a polinizagdo de plantas do género Clusia, dentre os
quais predominam, em numero, representanies dos géneros Curvularia e
Drechslera, considerados patogénicos a gramineas e tubérculos.'?'*'* O isolamento
de compostos antimicrobianos de extratos de produtos naturais pode ser monitorado
por meio de diferentes ensaios microbiolégicos, dentre os quais 0s mais classicos

s&o descritos a seguir.

1.1. Ensaios amplamente utilizados para triagem de compostos
antimicrobianos

1.1.1. Disco - placa (Kirby-Bauer)'®

O teste de disco — placa é baseado no principio da difusdo em agar. E um
meétodo essencialmente qualitativo, aplicado a avaliagdo do potencial de atividade
antimicrobiana de misturas (no ambito da investigacdo por novos compostos ativos)
ou substancias puras (no ambito da clinica). Um pequeno disco de papeldo contendo
uma quantidade conhecida da amostra a ser testada ¢ aplicado sobre a superficie de
um meio de cultura inoculado com um microrganismo cuja sensibilidade aos
compostos testados sera o indicador da presenca de antimicrobianos. A partir dos
discos, um gradiente de concentragdo decrescente é formado por difusdo da

amostra no meio. O microrganismo semeado cresce até encontrar um limiar de
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concentragdo da amostra incompativel com o seu desenvolvimento, o qual é
caracterizado pela formagdo de um halo de auséncia de crescimento microbiano
(halo de inibi¢cdo) ac redor do disco (Figura 1.1). O didmetro do halo é proporcional a
quantidade de amostra aplicada nos discos e ao coeficiente de difusdo das
substéncias no meio de cultura utilizado. O teste é bastante simples e pratico, sendo

possivel testar varias amostras simultaneamente e em uma (nica placa de Petri.

Figura 1.1. Leitura do teste de difusdo em agar do tipo disco-placa (Kirby-Bauer). A presenca
de compostos antimicrobianos € registrada pela medida do didmetro dos halos de inibigao

formados ao redor dos discos.

1.1.2. Bioautografia'®

A biocautografia também e um método qualitativo aplicado a detecgéo de
compostos antimicrobianos em misturas de composi¢do desconhecida. A amostra a
ser testada € aplicada em silicagel, alumina, papel ou qualquer outro suporte
adequado a cromatografia em camada delgada (CCD). Apds separagdo dos
componentes da amostra aplicada com uma fase moéve! de escoiha, uma fina
camada de meio de cultura é aplicada sobre a placa, proporcionando o cultivo de um
microrganismo sobre os componentes da amostra (Figura 1.2). A presenca de um

composto antimicrobiano e visualizada pela formag@o de zonas de inibigdo do
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crescimento do microrganismo cultivado. O principio do teste ¢ o da difusdio em agar
(disco-placa), entretanto, na bicautografia, os compostos inibidores do crescimento
microbiano s&o identificados por medidas de R Isto toma a bioautografia uma
ferramenta de valor no sentido do monitoramento do processo de isolamento de
produtos naturais bioativos. Possivelmente, a unica desvantagem em relacéo ao
teste de disco-placa € o fato de que as zonas de inibicdo do crescimento microbiano
sao formadas sobre um fundo opaco, a placa cromatografica, o que na pratica
dificulta a leitura do resultado, principalmente quando bactérias sdo utilizadas no
ensaio. Ndo obstante, o inconveniente ¢ facilmente superado por meio de revelacdo
quimica das placas com corantes indicadores de microrganismos vivos. Sais de
tetrazolio como TTC (cloreto de 2,3 5-trifenil-2H-tetrazolio) e MTT (1.2) sao
amplamente utilizados para este fim, pois formam espécies altamente coloridas,
conhecidas como formazanas (1.3), ao serem reduzidos por componentes da cadeia

transportadora de elétrons da mitocdndria."’.

1.1.3. Concentragéo inibitoria minima (CIM)'

A CIM & um ensaio quantitativo aplicado a avatliagdo da poténcia da atividade
antimicrobiana de misturas ou substancias puras. Testa o comportamento dos
microrganismos frente a concentragdes crescentes dos compostos antimicrobianos
em meio de cultura liquido (Figura 1.3). A menor concentragdo capaz de inibir a
multiplicagdo dos microrganismos é denominada a CIM.

A Uutilizagdo estratégica de bioensaios como bioautografia e CIM para
rastreamento de compostos antimicrobianos em misturas complexas (e.g., extratos
organicos brutos de produtos naturais) constitui uma abordagem amplamente

consagrada,'920:2122.23

ainda gue bastante preliminar no sentido de n3o fornecer
informagdes sobre 0 mecanismo de agio dos compostos testados. Entretanto, dado
0 custo relativamente baixo se comparado a ensaios mais especificos como, por
exemplo, a inibicdo de enzimas isoladas, a bioautografia e a CIM, quando utilizadas

em conjunto, sdo insuperaveis no contexto de triagem.
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1.2. Objetivo

Esta parte do presente trabalho teve por objetivo realizar uma triagem para
compostos antimicrobianos para investigar e selecionar, visando isolamento e
identificacdo quimica, os metabolitos secundarios de 15 diferentes linhagens de

fungos filamentosos (isolados de abelhas Trigona sp.) quimicamente desconhecidas.
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1.3. Resultados e Discussao

1.3.1. Avaliagbes preliminares

O sucesso do isolamento de produtos naturais a partir da purificagdo de
extratos brutos depende, em grande parte, da quantidade de extrato bruto disponivel
como material de partida. Com isto em mente, o método de incubagéo dos fungos
isolados de abelhas (Trigona sp.) foi investigado visando a conveniéncia de
diferentes meios de cultura para produgdo de metabdlitos secundarios. Inicialmente,
2 dos 15 fungos filamentosos estudados (Tabela 1.1), sendo eles Curvularia
eragrostidis CCT 5634 e Curvularia palfescens CCT 5654, foram cultivados em
extrato de malte, em pequena escala (100 mL, 29°C, 14 dias), por terem se
destacado das demais espécies pela inibigdo de Staphylococcus aureus no ensaio
de difusdo em 4gar do tipo disco-placa (onde disco = amostra cilindrica da cultura
fangica).”* A seguir, amostras dos extratos em AcOEt de ambas culturas foram
submetidos a bioautografia contra Staphylococcus aureus CCT 4295, Escherichia
coli CCT 5050, Candida albicans CCT 0776 e Aspegilius niger CCT 1435.
Compostos anticrobianos de mesmo R; (CCD, Hex-AcOEt 1:1) foram detectados
somente por S. aureus CCT 4295 em ambos extratos testados (Figura 1.4). Isto
mostrou que o método de cultivo estava adequado & produgdo de compostos
bioativos mas, por outro lado, as massas de extratos brutos disponiveis (30 - 20 mg)
eram insuficientes para estudos conclusivos. Com o objetivo de aumentar a escala
de trabalho, pequenas variagbes na composicio de elementos-trago (metais) do
meio base {(extrato de malte) ou alteragdes do regime de incubagdo, de agitagdo
para estatico, foram realizadas mas néo proporcionaram a modificagdo da situagao.
Por outro lado, a substituigdo do meio de cultura liquido por solidos ricos em amido
(farelo de milho ou arroz) favoreceram significativamente o crescimento dos fungos,
proporcionando um aumento em massa de extrato em AcOEt das culturas de
aproximadamente 20 vezes, dependendo do tempo de incubagédo (Tabela 1.2, farelo
de milho, 14 dias). Naturalmente isto seria irrelevante caso a biossintese dos

compostos antimicrobianos fosse, por aigum motivo, interrompida. Felizmente este
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néo foi o caso pois 0 resultado dos ensaios bioautograficos foram reproduzidos.
Baseado nesta experiéncia, o farelo de milho foi adotado para realizagdo das demais

culturas cujos extratos em AcOEt sao apresentados na Tabela 1.3.

Tabela 1.1. Fungos filamentos isolados de abelhas Trigona sp.

Entrada Microrganismo Colecao®
1 Aspergillus sp. CBMAI 0207
2 Aspergillus niger CCT 5559
3 Cladosporium sp. CBMAI 0210
4 Curvularia sp. CCT 5629
5 Curvularia eragrostidis CCT 5634
6 Curvularia lunata CCT 5628
7 Curvularia pallescens CCT 5654
8 Drechslera dematioidea CCT 5631
9 Drechslera halodes CCT 5636
10 Fungo CCT 5630
11 Fungo CCT 5553
12 Nodulisporium sp. CCT 5552
13 Penicilliurn sp. CBMAI 0208
14 Penicillium sp. CBMAI 0209
15 Trichoderma sp. CCT 5551

®CBMAI: Colegdo Brasileira de Microrganismos Ambientais e Industriais (CPQBA/Unicamp,
Campinas, SP. http://www.cpgba.unicamp.br). CCT: Cole¢do de Culturas Tropical (Fundacgae de
Pesquisas Andre Tosello, Campinas, SP. http://www.cct.org.br)

Figura 1.4. Bioautografia dos extratos em AcOEt das
culturas em extrato de malte de (A) C. eragrostidis CCT
9634 e (B) de C. pallescens CCT 5654 com S. aureus
CCT 4295. CCD, Hex-AcOEt (1:1). Revelador: MTT 0,1%.

12
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Tabela 1.2. Extratos brutos em AcOEt de culturas de Curvularia em diferentes meios,

Microrganismo t (dias)? Meios de cultura
Malte® Milho® Arroz°
Extrato (mg)
C. eragrostidis CCT 5634 14 30 620 600
28 - 1442 -
C. pallescens CCT 5654 14 30 485 150
28 - 1559 -

*Tempo de incubagado a 29°C. "100 mL de extrato de malte a 2% em agua destilada. ©100 g de farelo

de milho ou arroz pelido. -: nao avaliado.

Tabela 1.3. Massa (mg) de extrato em AcOEt de culturas em farelo de milho (10g, 14
dias, 29°C) de fungos filamentosos isolados de abelhas Trigona sp.

Microrganismo Extrato  Microrganismo Extrato
(mg) (mg)
Aspergillus sp. CBMAI 0207 43 Fungo CCT 5630 31
Aspergillus niger CCT 5559 57 Fungo CCT 5553 16
Cladosporium sp. CBMAI 0210 22 Peniciflium sp. CBMAI 0208 11
Curvularia sp. CCT 5629 49 Peniciffium sp. CBMAI| 0209 19
Curvularia lunata CCT 5628 103 Nodulisporium sp. CCT 5552 27
Drechslera dematioidea CCT 5631 108 Trichoderma sp. CCT 5551 75
Drechslera halodes CCT 5636 75 Controle? 09

*Extrato em AcOEt do meio de cultura sem indculo
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1.3.2. Bioautografia: avaliacdo qualitativa do potencial

antimicrobiano

Aliquotas (180 ng) dos extratos em AcOEt das culturas fungicas foram
submetidas a bioautografia contra microrganismos representativos de fungo (A. niger
CCT 1435), bacilo (Bacillus subtifis CCT 0089), levedura (C. albicans CCT 0776),
bactéria Gram-negativa (E. coli CCT 5050) e bactéria Gram-postiva (S. aureus CCT
4295). A detecgdo de compostos antimicrobianos foi realizada somente por bactérias
Gram-positivas (S. aureus CCT 4295, B. subtilis CCT 0089) e nos extratos de
Cladosporium sp. CBMAI 0210, Curvularia sp. CCT 5629, C. eragrostidis CCT 5634,
C. lunata CCT 5628, C. paflescens CCT 5654, D. dematioidea CCT 5631, Penicillium
sp. CBMAI 0208, Penicilfium sp. CBMAI 0209 e fungo CCT 5553 (Figura 1.5).
Amostras dos compostos bioativos foram obtidas por CCDP e analisadas por CGAR-
EM. Os respectivos cromatogramas de ions totais apresentaram misturas de
complexidade variada, sendo as fragdes bioativas dos extratos dos fungos CCT
5353, Penicillium sp. CBMAI 0208 e Penicillium sp. CBMAI 0209 ricas em
monossacarideos e acidos graxos saturados; a fracdo bioativa do exirato de
Cladosporium sp. CBMAI 0210 rica em substancias com padrdo de fragmentagio no
EM caracteristico de éacidos graxos de cadeia longa funcionalizada e a fragéo
bicativa do exirato de D. dematicidea CCT 5631, rica em uma mistura de
substancias isoméricas com padrdo de fragmentacdo no EM caracteristico de
esqueletos triterpénicos. As fragdes bioativas de polaridade intermediaria (Rr = 0,3;
Figura 1.5) dos extratos dos fungos Curvularia sp. CCT 5629, C. eragrostidis CCT
5634, C. pallescens CCT 5654 e C. lunata CCT 5628 apresentaram-se constituidas
por uma de natureza cristalina e caracterizado pelos fons de m/z (derivado sililado)
434 (M™, 6%), 419 (64), 321 (100) e 73 (28), e as fragdes bioativas polares (R: = 0,0
— 0,1, Figura 1.5) destes mesmos extratos apresentaram-se ricas em
monossacarideos e dissacarideos, também presentes no extrato controle do meio de
cultura. Dentre os constituintes minoritarios, no entanto, foi detectado uma

substancia com padréo de fragmentagdo no EM analogo ao constituinte das fracGes
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de media polaridade, embora diferindo deste Ultimo em 18 um.a.: jons de m/z
(derivado sililado) 524 (M", 3%), 419 (16), 339 (46), 321(40), 323 (52), 73 (100). O
investimento de esforgos para purificacdo destas fragGes selecionadas foi ponderado

a partir dos respectivos valores de CIM, conforme descrito no item 1.3.3.

Figura 1.5. Bioautografia com S. aureus CCT 4295 dos extratos em AcOEt das culturas, em
farelo de milho, de (A) Aspergillus sp. CBMAI 0207, A. niger CCT 5559, Trichoderma sp.
CCT 5551, Fungo CCT 5553 e Cfadosporium sp. CBMAI 0210, (B) D. dematioidea CCT
5631, D. halodes CCT 5636, Penicillium sp. CBMAI 0209, Peniciflium sp. CBMAI 0208 e
Nodulisporium sp. CCT 5652 e (C) C. eragrostidis CCT 5634, C. pallescens CCT 5654, C.
lunata CCT 5628, Curvularia sp. CCT 5629 e Fungo CCT 5630. CCD, Hex-AcOEt (7:3).
Revelador: MTT 0,1%.

1.3.3. CIM: avaliagao quantitativa do potencial antimicrobiano

Independentemente do grau de pureza, todas as amostras selecionadas por
bioautografia foram preparadas & mesma concentragdo, diluidas duplamente em
serie e submetidas a avaliagdo de CIM frente a bactérias Gram-positivas.

A Tabela 1.4 mostra que, relativamente ao controle (cloranfenicol), os valores
de CIM das amostras testadas foram em geral altos, a excegdo da fracéo bioativa do
extrato de D. dematioidea CCT 5631, a qual por isto foi prioritariamente selecionada

para identificagdo quimica (Figura 1.6). Adicionalmente, as fragdes de média
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polaridade (ver Figura 1.5, Ry = 0,3) dos extratos de Curvularia sp. CCT 5629, C.
eragrostidis CCT 5634, C. pallescens CCT 5654 e C. lunata CCT 5628, foram

relativamente mais potentes do que as demais fragbes (Tabela 1.4) e por este

motivo também foram destinadas ao estudo quimico.

250 ppm

E
a
Fragdes selecionadas por o
bicautografia* s

Fungo CCT 5553

Cladosporium sp. CBMAI 0210

D. dematioidea CCT 5631

Penicillium sp. CBMAI 0209

Penicillium sp. CBMAI 0208

C. eragrostidis CCT 5634 (R,
= 0.3, Figura 1.5)

Figura 1.6. CIM contra S. aureus CCT 1495 das fragbes antimicrobianas selecionadas por

bicautografia. C+: inéculo frente a cloranfenicol (20 ppm). C-: apenas indculo. *Amostras

testadas em duplicatas.
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Tabela 1.4. CIM das frag@es antimicrobianas selecionas por bioautografia.

Fragbes® CIM (ug.mL™)

S. aureus CCT 4295 B. subtilis CCT 0089
Cladosporium sp. CBMAI 0210 >1000 >1000
Curvularia sp. CCT 5629 (1) >1000 250
Curvularia sp. CCT 5629 (I1)° 250 125
C. eragrostidis CCT 5634 (I) >1000 125
C. eragrostidis CCT 5634 (ll) 125 62
C. lunata CCT 5628 (1) >1000 250
C. lunata CCT 5628 (ll) 125 62
C. pallescens CCT 5654 (I) >1000 250
C. pallescens CCT 5654 (lI) 125 62
D. dematioidea CCT 5631 <31 <31
Fungo CCT 5553 >1000 500
Peniciflium sp. CBMA| 0208 250 125
Penicillium sp. CBMA! 0209 >1000 >1000
Cloranfenicol <20 <20

“Amostras obtidas por CCDP dos compostos bioativos dos extratos em AGOE! selecionados por
bioautografia. °(1): R; = 0,0 — 0,1, CCD/Hex-AcOEt (7:3) ou (1:1). “() Rs = 0,35, CCD/Hex-AcOEt (7:3)
ou Ry = 0,5, CCD/Hex-AcOEt (1:1).

1.3.4. Substéncias antimicrobianas produzidas por D. dematioidea

O extrato bruto de AcOEt da cultura de D. dematioidea CCT 5631 foi
fracionado (gradiente Hex-AcOEt) por cromatografia em coluna de silicagel (230 -
400 mesh). As substancias de interesse coeluiram em uma Unica fragdo de aspecto
oleoso e pigmentagdo amarelo ouro. A purificagéo desta mistura por CCDP (silicagel
- AgNO3 5%, Benzeno - AcOEt 9:1) resultou no isolamento da substancia 1.5
(cristais amarelos, 0,4 mg.g”' de extrato em AcOEt da cultura). Adicionalmente, sua

acetilagdo (AcO/piridina) seguida de cromatografia em coluna de silicagel (230 —
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400 mesh, gradiente Hex-AcOEt} resultou no isolamento da substancia 1.6 (6leo

amarelo, 0,5 mg.g”' de extrato em AcOEt da cultura).

1.3.4.1. Coclioquinona A (1.5)

O espectro de RMN de "H (300,068 MHz, CDCls, Srus = 0,00 ppm) de 1.5
apresentou sinais coerentes com (Figura 1.7) a presengca de 1 hidrogénio
desprotegido (s, 6 10,78), caracteristico de alcoois alilicos que formam ligagSes de
hidrogénio intramolecularmente com carbonilas, de 1 hidrogénio de um sistema =«
trissubstituido e pertentente a um ciclo (s, & 6,54), de 2 hidrogénios carbinélicos
ligados a carbonos terciarios (dd, §5,02, J=7,1,54 edd §4,94, J=10,0,1,1),de 5
metilas ligadas a carbonos quarternarios (s, § 1,99; 1,33; 1,19; 1,17; 1,02), 1 delas
correspondendo a metila de um acetil (s, & 1,99) e 2 outras a metilas angulares (s, &
1,33; 1,02); adicionalmente, o espectro apresentou sinais coerentes com a presencga
de 2 metilas ligadas a carbonos terciarios (d, § 1,15, J = 6,9; d, § 0,90, J = 6,9), 1
metila ligada a carbono secundario (t, 6 0,89, J = 6,4) e varios hidrogénios
metilénicos e metinicos (m, & 2,20 - 1,20). O espectro de RMN de *C (75,425 MHz,
CDCls, écociz= 77,0 ppm) apresentou 30 sinais (Figura 1.8), os quais, de acordo com
o espectro de RMN de *C (DEPT 90°/135°) corresponderam a 9/C, 8/CH, 5/CH, e
8/CHs. Dentre eles, 5 carbonos quaternarios (5 188,5; 181.4; 151,4; 148,3; 1188) e
um carbono terciario (6 133,6) foram atribuidos a um ndcleo quindnico
trissubstituido. Um sexto carbono quaternario foi atribuido a uma carbonila de éster
(6170,4), concordando com a prévia indicagdo de um acetil fornecida pelo espectro
de RMN de H (s, & 1,99). Dois carbonos terciarios a § 85,0 e § 83,7 e 1 carbono
quaternario a 6 83,1 sugeriram a presenga de heterociclos. O espectro de massas de
1.5 apresentou ion molecular de m/z 532 (M™, 14,5%).

A analise comparativa dos dados espectrais obtidos com os dados existentes
na literatura proporcionou a identificagdo de 1.5 como coclioquinona A,** um

metabolito produzido por algumas espécies de fungos fitopatogénicos (e.g.,
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Cochliobolus spp., Bipolaris spp.) e isolado pela primeira vez, em 1938, da cultura de
Helminthosporium leersii.*> De acordo com a rotagao especifica observada, [o]p?® +
71° (¢ 1.0, EtOH), a substancia isolada pertence a mesma série enantiomérica

daqueles previamente descritos na literatura ([o]p® + 140°, ¢ 0.1, EtOH).2*

26,1

Figura 1.8. Atribuic&o dos sinais de RMN de *C (75,425 MHz, CDCls, Sepeis 77.0 ppm) de 1.5
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A substéncia 1.5 tem por caracteristica uma origem biossintética mista, na
qual um farnesil é introduzido em um precursor aromatico derivado da acetogenina
para formar a base de construgdo do esqueleto terpénico.?® A sua produgdo por
Drechslera sacchari ja era conhecida®’ mas por D. dematioidea foi revelada a partir

do presente trabalho.?®

1.3.4.2. Isococlioquinona A (1.6)

O espectro de RMN de 'H (300,068 MHz, CDCls, Sws = 0,00 ppm) de 1.6
(Figura 1.9) apresentou o mesmo padr&o de sinais apresentado pela coclioquinona A
(1.5). Entretanto, relativamente a 1.5, o espectro de RMN de 'H de 1.6 ndo
apresentou o hidrogénio desprotegido em & 10,78, apresentou um hidrogénio
carbindlico a menos e duas metilas de acetil a mais. O espectro de RMN de °C
(75,425 MHz, CDCl3, &peiz = 77,0 ppm) de 1.6 (Figura 1.10) apresentou 34 sinais,
12/C, 7/CH, 5/CH; e 10/CHjs, os quais relativamente a 1.5, indicaram a substituicdo
de um CH carbindlico (1.5: § 63,1) por uma cetona (1.6: & 190,2) e a presencga de
dois grupos acetil adicionais (5 169,5; 168,0; 21,1: 20,6). Este conjunto de dados
indicou a presenca de um nucleo hidroquinénico em 1.6 e os espectros de RMN 2D
(COSY, HSQC, HMBC) corroboraram a estrutura proposta. A comparacédo dos
dados espectrais obtidos com os dados existentes na literatura®* proporcionou a
identificacdo de 1.6 como isococlioguinona A (derivado diacetilado). Esta substancia
constitui um isémero da coclioquinona A, o qual foi isolado pela primeira vez de uma
linhagem fitopatogénica de Bipolaris bicolor.** A produgéo de 1.6 por D. dematioidea,
no entanto, foi comunicada apenas recentemente.?® De acordo com a atividade
optica observada, [a]o™ + 51° (c 1.0, EtOH), 1.6 pertence a4 mesma série
enantiomérica da isococlioquinona A conhecida ([a]p® + 65° ¢ 0.1, EtOH).% O
espectro de massas de 1.6 n&o apresentou o M™; o ion de maior m/z detectado foi o
de m/z 601 (1,5%), correspondente a M* - -CHs.
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0 0,92

1,22; 2,59

Figura 1.10. Atribuicgo dos sinais de RMN de °C (75,425 MHz, CDCl,, Sepcis 77.0 ppm) de
1.6
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1.3.4.3. Atividade antimicrobianade 1.5¢e¢ 1.6

A CIM das substancias isoladas foi avalida (Tabela 1.5). A atividade biolégica
da amostra original (ver Tabela 1.4) foi mantida em 1.5 mas perdida em 1.6. Como &
sabido que a isococlioguinona A apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas,” a auséncia de atividade antimicrobiana em 1.6 foi atribuida &
acetilagado do grupo hidroquinénico. Isto salienta a relevancia da unidade estrutural
em questdo mas ndo permite inferir o mecanismo de agao exercido. Vale mencionar,
no entanto, que em antibioticos antraciclinicos a formacao de radicais livres pela

quinona é apontada como a principal causa de acao citotéxica. >

Tabela 1.5. CIM das substancias isoladas da fragdo antimicrobiana do extrato em
AcOEt da cultura de D. dematioidea CCT 5631.

CIM (umol.L™")

Substancia S. aureus B. subtilis A. niger

CCT 42905 CCTO0089 CCT 1405

Coclioquinona A 28 28 470
Isococlioguinona A (derivado diacetilado) >1623 >1623 >1623
Cloranfenicol® 12 12 -
Ciclopiroxolamina® - - <41

*Antibacterizno padrao. "Antifungico padrao.

1.3.5. Substancias antimicrobianas produzidos por Curvularia

A realizagdo de analises por CGAR-EM das amostras das fragGes bioativas
polares (Rr = 0,0 ~ 0,1, CCD, Hex-AcQFEt 7:3) e de média polaridade (R: = 0,35,
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CCD, Hex-AcOEt 7:3) dos extratos das culturas de Curvularia sp. CCT 5629, C.
eragrostidis CCT 5634, C. pallescens CCT 5654 e C. lunata CCT 5628 mostrou que
todas fragGes polares e todas fragbes de média polaridade eram quimicamente
semelhantes. Entretanto, conforme ponderado anteriormente com base nos valores
de CIM (item 1.3.3), somente as fragées de média polaridade foram selecionadas
para continuidade do estudo.

Visando o isolamento da substéncia bioativa, os extratos brutos mais
abundantes em massa, sendo eles os das culturas de C. eragrostidis CCT 5634 e de
C. pallescens CCT 5654, foram submetidos a purificacdo. O fracionamento
(gradiente Hex-AcOEt) desse material por cromatografia em coluna de silicagel (230
— 400 mesh) proporcionou o isolamento de 2 substancias de média polaridade [R; =
0,5 (1.7) e Ry = 0,4 (1.8), CCD, Hex-AcOEt 1:1] de ambos extratos. A avaliagao de
ambas substéncias por bicautografia apresentou 1.7 como a substancia dotada de

atividade antimicrobiana.

1.3.5.1. E-desidrocurvularina (1.7)

O espectro de RMN de 'H (499,882 MHz, CDCls, Srys = 0,00 ppm) de 1.7
(Figura 1.11) apresentou dubletos desprotegidos (5 6,25 e 6,22; J = 2,3) tipicos de
hidrogénios aromaticos meta-acoplados, um duplo duplo dubleto (5 6,61, J = 15,4;
8,8; 3.8) e um duplo dubleto (5 6,65, J = 15,4; 1,2) caracteristicos de hidrogénios
olefinicos a-carbonilicos, um multipleto correspondente a um hidrogénio carbindlico
(64,87), dois dubletos relativamente desprotegidos, compondo um sistema de spins
AB (63,51, /=178 e 64,03, J = 17,8), uma sequéncia de hidrogénios (& 2,48-1,65)
correspondendo a 3 metilenos tipicos de ciclos e um dubleto correspondendo a uma
metila ligada a um carbono terciario (5 1,25). O espectro de RMN de *C (125,695
MHz, CDCls, &cpciz = 77,0 ppm) de 1.7 (Figura 1.12) apresentou 16 sinais, os quais
de acordo com o espectro de RMN de *C (DEPT 90°/135°) eram devidos a 6/C,
5/CH, 4/CH; e 1/CHs. Os espectros de RMN mostraram-se coerentes, sendo os
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sinais de ’C atribuidos a uma cetona (8 196,2), a uma carbonila de éster ou lactona
(6172,1), a um anel benzénico tetrassubstituido (5 166,3; 161,3; 137.5; 114,2; 113,8;

103,3) com 2 posicdes possivelmente ligadas a oxigénio (& 166,3; 161,3), a uma

0 O 1,25

4.87
1.91; 1,66

HO

0,62

CH 0O

Figura 1.11. Atribuigao dos sinais de RMN de 'H (499,882 MHz, CDCl;, s 0,00 ppm) de
1.7

19,7

Figura 1.12. Atribuicdo dos sinais de RMN de "*C (125,695 MHz, CDCls, 6-pci 77,0 ppm) de
1.7
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olefina o-carbonilica (5 148,2; 131,4) formando um sistema «,finsaturado, a um
carbinol (6 73,1), metilenos (544,0; 33,8; 24,0) e uma metila (5 19,7). O espectro de
massas apresentou o M de m/z 290 (100%). A realizaggo de analises de RMN de
2D (COSY, HSQC) e a comparagdo dos dados espectrais obtidos com a literatura®'
proporcionaram a identificagdo de 1.7 como E-desidrocurvularina, a qual foi
inicialmente isolada de Curvularia sp.* e posteriormente de outros fitopatégenos dos
géneros Alternaria e Penicillium. De acordo com a atividade 6ptica, [o]p?® — 64,9° (¢
1,0, MeOH), 1.7 pertence @ mesma série enantiomérica do produto natural
conhecido ([a]n®® — 65,9 ¢ 1,8, EtOH)*'cuja configuragdo absoluta do Gnico carbono
assimétrico presente foi determinada como S por meio de comparagéo com o [o]p de

seu analogo saturado, curvularina, sintetizado a partir de um intermediario

enantiomericamente puro.*®

1.3.5.2. Curvularina (1.8)

Os espectros de RMN de 'H (300,068 MHz, CD50D, &piop = 3,3 ppm) e de
RMN de "°C (125,696 MHz, CD;0D, &psop = 49 ppm) de 1.8 (Figuras 1.13 e 1.14)
apresentaram varias semelhangas com os espectros de RMN de 1.7. Entretanto, no
espectro de RMN de 'H de 1.8, os hidrogénios olefinicos tipicos da cetona «, 5
insaturada de 1.7 foram substituidos por dois duplos duplos dubletos (53,20 e 2,73,
J=29; 8,5; 15,5) correspondentes a 2 hidrogénios fortemente acoplados, tipicos de
hidrogénios metilénicos diasterotdpicos. Adicionalmente, a integracido de multipletos
abaixo de 2,5 ppm indicou 4 metilenos para 1.8 contra 3 de 1.7. Estes sinais
indicaram 1.8 como um andlogo diidrogenado de 1.7. Corroborando esta
interpretagdo, o espectro de RMN de °C de 1.8 também apresentou 16 carbonos e
o espectro de RMN de "*C (DEPT 90°/135°) mostrou 2 metilenos (043,33 e22,8) em
substituicdo aos metinos da dupla o,p-insaturada de 1.7 (5§ 1482 e 1314). O
espectro de massas apresentou M™ de m/z 292 (38%), compativel com a

diidrogenagao de 1.7, e a atividade optica observada, [o]*’; — 44,9° (¢ 1,0, MeOH),
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indicou a mesma série enantiomérica que 1.7. A comparacgao dos dados espectrais
obtidos com os dados existentes na literatura confirmaram a identificagdo de 1.8
como o analogo diidrogenado de 1.7, (S)-curvularina. Esta substancia também foi
inicialmente isolada de Curvularia sp.®* e posteriormente verificada como um

metabdlito comum a fungos dos géneros Alfternaria e Penicillium.

Figura 1.13. Atribuicio dos sinais de RMN de 'H (300,068 MHz, CDsOD, &cpaop 3,3 ppm) de
1.8

HO 32,5
159,5 136,3
120,7 433

101,9

Figura 1.14. Atribuigao dos sinais de RMN de "°C (125,696 MHz, CD10D, upsop 49 ppm) de
1.8
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1.3.5.3. Atividade antimicrobiana de 1.7 ¢ 1.8

A avaliagdo da CIM das substancias isoladas (Tabela 1.6) mostrou a
manutengdo do potencial antimicrobiano anteriormente observado (Tabela 1.4). Uma
vez que 1.7 e 1.8 pertencem & mesma série enantiomérica, a diferenca estrutural
entre as substancias, especificamente relacionada a cetona «,B-insaturada,
salientou o grupo funcional fundamental a atividade biolégica. Embora o fato ndo
permita inferéncias precisas sobre o mecanismo de acdo, é possivel sugerir,
baseado em Rodriguez,® que a atividade bioldgica resultou da inibigdo de algum
processo bioquimico por meio de ataque nucleofilico a 1.7, do tipo adigdo de
Michael.

Tabela 1.6. CIM das substancias isoladas da fragdo antimicrobiana dos extratos em
AcOEt das culturas de C. eragrostidis CCT 5634 e C. pallescens CCT 5654.

CIM (mmol.L™")
Substancia S. aureus B. subtilis  A. niger CCT
CCT 4285 CCT 0089 1405
Desidrocurvularina 1724 862 >3448
Curvularina >3424 >3424 >3424
Cloranfenicol® 12 12 -

Ciclopiroxolamina® - -

IA
i~
—

*Antibacteriano padrao. ® Antifungico padrao.

As lactonas 1.7 e 1.8 séo derivados policetidicos, os quais, de acordo com
estudos biossintéticos de incorporagdo de intermediarios '*C-marcados,® estdo

relacionados por meio da redugdo de 1.7, o qual primeiro é secretado no meio e
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depois reduzido. O entendimento da fungdo ecoldgica deste processo ainda ndo é
completo mas, no presente, esta sendo relacionado ao fato de que 1.7, mas nao 1.8,
€ capaz de suprimir esporulagdo (e.g., Alfernaria tomato)*” e assim proporcionar
alguma vantagem competitiva ao organismo produtor.

Finalmente, visando ampliar a avaiiacdo da atividade biologica, amostras das
substancias isoladas foram submetidas a ensaios contra Mycobacterium tuberculosis
e Tripanossoma cruzi (Tabela 1.7), por meio de colaboragdo com grupos de
pesquisa do Dr. Célio Lopes, da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto — USP, e
do Dr. Sergio Albuguerque, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — USP.

Tabela 1.7. Atividade antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis e

Tripanossoma cruzide 1.5 -1.7.

Substancia M. tuberculosis °T. cruzicepa Y
H37Rv (forma tripomastigota)
CIM (umol.L™) ICs0 (umol.L™)

Desidrocurvularina 40 1334
Curvularina 642 4900
Coclioquinona A 250 -
Rifampicina® < 0,04 -
Estreptomicina® <0,09 -
Etambutol® 14 -

Violeta Genciana - 600

°Ensaios realizados sob a Supervisgo da Dra. Ana Olivia de Souza, da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — USP. ®Ensaios realizados sob a supervis@o do Dr. Sérgio Albuguerque, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP. Antibidticos padréo.
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1.4. Conclusao parcial 1

O objetivo proposto foi alcangado. Os diferentes fungos filamentosos isolados
de abelhas Trigona sp. foram estrategicamente avaliados quanto a producdo de
antibidticos por meio de critérios (bioautografia e CIM) amplamente consagrados no
meio cientifico. O trabalho resultou no isolamento de 4 substancias conhecidas
(coclioquinona A, isococlioquinona A, curvularina e E-desidrocurvularina),
passiveis de serem monitoradas em funcdo da atividade contra bactérias Gram-
positivas. Entretanto, relativamente aos antibidticos padréo utilizados, as substancias
isoladas apresentaram valores de CIM altos. Vale salientar, no entanto, que as
substancias coclioquinona A e E-desidrocurvularina foram bem mais ativas do
que as demais, sendo esta Ultima, principalmente, no que diz respeito a atividade
contra M. tuberculosis.

A incubagdo dos fungos em meios de cultura solidos, ricos em amido e
triglicerideos (milho, arroz) foi mais adequado a obtencdo de metabdlitos
secundarios em pequena escala do que o cultivo em solugédo de extrato de malte,
mais comumente utilizada. O fato de os meios solidos mencionados serem
relativamente ricos em nutrientes ndo impediu a biossintese dos metabdlitos
secundarios com atividade antimicrobiana, ao menos no caso das substancias
isoladas  (coclioquinona A, isococlioquinona A, curvularina e E-
desidrocurvularina). Vale salientar, no entanto, que a investigacao foi limitada aos
extratos em AcOEt das culturas e que a produgéo de substancias antimicrobianas de

carater hidrofilico pelos fungos estudados ainda ndo pode ser desconsiderada.
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Capitulo 2

Prospecg¢édo de biocatalisadores

A produgdo industrial de farmacos nos moldes atuais, por exemplo, envolve a
geracdo de um montante enorme de rejeitos poluentes, dado a utilizacao
estequiomeétrica de inumeros reagentes toxicos (e.g., halogénios, oxidantes
cromados), catalisadores que ndo podem ser reciclados e um volume consideravel
de solventes orgénicos volateis e carcinogénicos. Dentre as &reas mais
problematicas em termos de metodologias sintéticas, merecem destaque
*as oxidagGes seletivas, as halogenagdes, as reacOes catalisadas por metais e as
redugbes. Tendo isto em vista, ainda que os desafios sejam inumeros, € preciso
perseverar na procura da “sintese ideal” cujas caracteristicas compreendem o
aproveitamento méximo dos reagentes (eficiéncia), a utilizagdo de matéria-prima
renovavel e a compatibilidade com o meio ambiente. Felizmente, mudancas graduais
nesse sentido vém sendo implementadas com o desenvolvimento de tecnologias,
dentre as quais merece destaque a utilizagdo de microrganismos ou enzimas como
catalisadores. O principal atrativo deste tipo de abordagem estd no fato dos
biocatalisadores atuarem em condigées brandas (meio aquoso, temperatura
ambiente), serem estereo- e regioespecificos e assim proporcionarem maior

aproveitamento do material de partida e menor geracao sub-produtos.

2.1. Contexto geral

Inicialmente, a elucidacéo de rotas metabolicas era a principal forga motriz da
maioria dos estudos de catalise enzimatica. Entretanto, notoriamente a partir da
decada de 1980, o principal estimulo ao desenvolvimento da area passou a ser a

demanda por farmacos enantiomericamente puros.®*****! Ante esta perspectiva, os
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estudos de biocatalise passaram a focalizar em grande parte a investigacdo de
enzimas/microrganismos quanto ao potencial de transformacdo de substancias
xenobidticos (ndo naturais). Contudo, é muito comum que a biotransformagéo de tais
substancias ndo seja possivel por falta de adequacéo ao sitio ativo enzimatico e isto
torna as triagens para detecgéo de enzimas aptas a catalisar reagdes Uteis uma
necessidade constante; sendo uma das maneiras mais bem sucedidas de encontra-
las, a avaliagdo do maior numero possivel de microrganismos frente a substratos
variados.*?

As reagbes com enzimas independentes de cofator (e.g., hidrolases:
proteases, esterases, lipases) constituem sistemas operacionais simples, passiveis
de aplicagdo em qualquer laboratério padrdo.*® Em contrapartida, as reagSes com
enzimas dependentes de cofator (e.g., oxidoredutases) sdo relativamente mais
complexas (in vitro, com enzimas isoladas, é necessario mimetizar a regeneragao do
cofator) e ainda constituem sistemas economicamente dispendiosos e ndo raro
inviaveis & aplicagdo em escala preparativa.* Principalmente por estes motivos, as
reagGes enzimaticas dependentes de cofator sdo comumente realizadas com células
inteiras.

As reagbes de biotransformagdo utilizando células microbianas (livres ou
imobilizadas) séo conduzidas basicamente de duas maneiras: (i) com células em
crescimento ou (ii} com células em repouso. Na primeira modalidade, o substrato a
ser biotransformado € adicionado ao meio de cultura do microrganismo numa
determinada fase do crescimento e portanto sua biotransformagdo concorre com a
de nutrientes necessarios @ manutengdo da multiplicagdo celular. Na segunda
modalidade, as células microbianas cultivadas por um determinado periodo de
tempo séo transferidas do meio de crescimento para um meio reacional isento de
nutrientes (e.g., solugdo tampao), ao qual é finaimente adicionado o substrato para
biotransformagdo. Ambas modalidades sdo amplamente utilizadas. As reac0es com
células em crescimento proporcionam economia de tempo dado a praticidade; e as
reagbes com células em repouso proporcionam a minimizacdo de analitos e

consequente maior facilidade de purificagdo dos produtos de interesse.
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Dentre as varias reagdes enzimaticas passiveis de exploragdo, foram
priorizadas no presente as reagdes de halogenagdo de alcenos e de oxidag&o a-
carbonilica do tipo Baeyer-Villiger. Ambas enzimas envolvidas nestas
transformacdes pertencem as oxidoredutases, mais especificamente aos sub-
grupos das peroxidases e das oxigenases e sdo denominadas, respectivamente,

haloperoxidases e monoxigenases.*

2.2. Haloperoxidases

As haloperoxidases (HPO) sdo enzimas as quais por meic de reagdao com
peréxidos (e.g., H2O») catalisam a oxidagdo de haietos (X', X = Cl, Br, |) a acidos
hipohalosos (HOX; Equagédo 2.1) e estes, por meio de reagdo com substratos
suscetiveis a ataque eletrofilico (A), dao origem a substancias halogenadas (AX) ou

haloidroxilados (AXOH), dado o meio reacional aquoso (Equagao 2.2).

Il

HPO + H,0, + X + H¥ HOX + H,0 + HPO Equacao 2.1

HOX + A AXOH Equagao 2.2

H,0

Dependendo do haleto mais eletronegativo que conseguem oxidar, estas
enzimas sdo classificadas como cloroperoxidases (Cl-HPO), bromoperoxidases (Br-
HPO) ou iodoperoxidases (I-HPO) (e.g, bromoperoxidases oxidam ambos brometo e
iodeto).”® Adicionalmente, dependendo dos componentes do sitio ativo, sdo
classificadas como HPO dependentes de ferro (Fe*) (e.g., CI-HPO do fungo
Caldariomyces fumago),*” HPO dependentes de vanadio (V*®) (e.g., Br-HPO da alga
marinha Ascophylium nodosum)® e HPO independentes de cofator para
desempenho da acdo catalitica (e.g.,, CI-HPO da bactéria Pseudomonas

pyrrocinia).*¥*°
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2.2.1. Mecanismos de reagéio

Os mecanismos pelos quais as reagdes de halogenagdo catalisadas por HPO
ocorrem n&o sdo plenamente conhecidos. Surpreendentemente, tais reagées nao
s&o enantiosseletivas e geralmente comportam-se & semelhanca de halogenacgées
promovidas por acidos hipohalosos (HOX, X = CI*, Br*, |*).51:52.53.54.55.56

A reatividade das HPO dependentes de Fe™ ¢ atribuida ao grupo prostético'
heme (protoporfirina IX + Fe™, Figura 2.1) que se encontra fortemente ligado a
enzima por meio de interagdes hidrofdbicas, pontes de hidrogénio e coordenagédo do

Fe** com um residuo de cisteina.’’

COO

COO CoO

\

Protoporfirina 1X + Fe*3

Figura 2.1. Componentes do grupo prostético heme.

No tocante ao cicio catalitico, € bem conhecida a formacgdo de um
intermedidrio eletrofilico, denominado Composto |, contendo Fe*™ e o anel porfirinico
como um cétion radical.®® Estudos realizados com modelos de sitio ativo (C. fumago)

demonstraram a formagéao de adutos de protoporfirinato IX de Fe* com ~OC] e HOC!

'Um grupo prostético é uma molécula orgénica essencial ao desempenho catalitico da enzima e que a esta se
encontra fortemente associado, seja por meio da formacio de complexos estaveis ou ligagio covalente.
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(Figura 2.2) e, mais significativamente, a necessidade de protonagdo do aduto de
“OCl para ocorréncia da reag@o de halogenacdo.®®®® Assim, considerando o
posicionamento estratégico dos aminoacidos Glu'®, His'® e Asp'®, no sitio ativo,
Wagenknecht e col.*® sugeriram um mecanismo de reagéo (Figura 2.3) onde o H.O;
reage inicialmente oxidando o protoporfirinato IX de Fe*® (2.1) ao Composto i (2.2), o
qual, na presenga de halogenetos (e.g., Cl), & reduzido ao aduto 2.3 cuja
protonagao por aminoacidos do sitio ativo (vide supra) resulta no aduto 2.4, o qual
representa a especie haiogenante ativa. A orréncia da reagdo de haiogenacao
retorna o protoporfirinato 1X de Fe™ ao estado fundamental, finalizando o ciclo

catalitico.

. L8]
Adutos:
H
R = an
H
R1 = mmn Q_
H
H
R2 = muO\
Cl

Figura 2.2. Modelo de sitio ativo da cloroperoxidase de C, fumago (Ref. 58).
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S s= S 2.5
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21 22 23 4

$ ¢’ o $

—a ==y = protoperfirina lX
= ligante tiolato

Figura 2.3. Mecanismo de rea¢ao de halogenacaoc catalisada por heme-haloperoxidases
baseado na cloragdo da monoclorodimedona (2.5). O préton essencial a efetivagac da
halogenagao é fornecido pelos residuos dos aminoacidos Glu'® | His'® e Asp'®,do sitio
ativo (Ref. 58).

No ambito das HPO dependentes de vanadio (V-HPO), a V-CI-HPO de
Curvularia inaequalis (fungo filamentoso terrestre) é a enzima mais utilizada como
modelo em abordagens mecanisticas.”®*° No sitio ativo desta enzima em sua forma
nativa, o V™ é encontrado no centro de um complexo trigonal-bipiramidal, ligado a 3
oxigénios ndo peptidicos em posi¢des equatoriais, € a um grupo hidroxila e a um

residuc de histidina (His*®

)} em posi¢des axiais (Figura 2.4A). Varias pontes de
hidrogénio entre os atomos de oxigénio do plano equatorial e aminoacidos
positivamente carregados estabilizam a coordenagdo do vanadato (VO4*®) a enzima.
Adicionalmente, a hidroxila axial forma ponte de hidrogénio com a His*™ a qual
representa um residuo relevante no contexto da catalise, as vezes mencionado

como histidina acido-base.®' Espectros de raio-X também revelam que ao reagir com
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H20; a geometria do complexo assume a forma tetragonal-piramidal (Figura 2.4B).
Ambos oxigénios do peréxido, um terceiro atomo de oxigénio e o nitrogénio da His**®
formam um plano basal de coordenagéo ao vanadio e um quarto atomo de oxigénio,
presente como um ligante oxo, forma o plano axial do sistema, do qual a His*™ ja
ndo mais participa por meio de ponte de hidrogénio.®? Todos os residuos de
aminodcidos diretamente envolvidos na ligagdo do vanadato (VO4*%) a CI-HPO de C.
inaequalis sdo conservados nas Br-HPQO das algas Ascophylium nodosum® e
Corallina spp.53%*

Respeitando os dados cristalogréficos mencionados acima, o mecanismo de
reacdo proposto® parte do fato de que o sitio ativo da enzima, em sua forma nativa,
contém a hidroxila axial do vanadato (VO,™) em ponte de hidrogénio com a His*®
(Figura 2.5A). Esta interagdo aumenta a nucleofilicidade do grupo hidroxila, de modo
a promover a abstragao de um préton de uma molécula de H,O, presente no meio. A
molécula de H;O gerada pela protonagdo da hidroxila constitui um ligante fraco,

faciimente deslocado da esfera de coordenagdo do vanadio. Em contrapartida, o

,His404
Argdgo
A on’ T B
(Ser402) OH TN (ATE360)
8 . L
B T [ e
- ' = §380- e ‘
HN(Gly aride)
NH

(Gly403) \0 _____ ) {HJMQS)N/ \|0::, .
N (His499 “HN (Lys353) 2

\‘Lysase
Figura 2.4. Complexos de vanadio (V'®) caracteristicos do sitio ativo da V-CI-HPO de C.
inaequalis (A) em sua forma nativa e (B) apds reacao com HO; (Ref. 62)

hidroperoxido ativado coordena-se ao vanadio, deslocando a H>O (Figura 2.5B) e
aumentando a nucleofilicidade dos demais oxigénios do complexo. Um destes
oxigénios abstrai o proton remanescente no peréxido, formando um ligante OH"

(Figura 2.5C). Este Ultimo € deslocado pelo oxigénio negativamente carregado do
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peraxido, formando o complexo tetragonal-piramidal (Figura 2.5D) observado por
meio das analises de difragdo de raios-X. Neste estagio, o peroxido ligado ao
vanadio & um otimo oxidante, capaz de aceitar 2 e de um haleto. Assim, por meio de
ataque nucleofilico (Figura 2.5 E) o haleto rompe a ligacao peroxido € promove a
formacao de um ligante O-Cl (Figura 2.5. D). Este, efetuando a desprotonagao da
H,O, gera a espécie halogenante HOX e ion OH’, o qual substitui o ligante HOX,

reciclando o catalisador (Figura 2.5.F).

,’_i 404

Ny NH

X" OH oA NTYTO /Q

Q o
AN 3 e
O _ F BW+ | 1T N
HN/\\ EN 4 /)( O— H\. /O\
A= N
| 2
o- H. _H l
-Q O- E c N -O‘— O-
HN =7 HNTS 37
Shveo ) A=Y %
- l X' \_/1,
© D 2w

)
\_{ 'Q O- \_/
HN" =7

X" \/lq/ri_l7o

Figura 2.5. Mecanismo da reagao de halogenagao catalisada por V-CI-HPO (Ref. 63).

A reatividade das demais enzimas halogenativas, ou seja, das HPO
independentes de cofator, é atribuida, surpreendentemente, & triade catalitica Ser-
His-Asp, tipica de enzimas hidroliticas.®® Adicionalmente, as HPO independentes de
cofator apresentam trés outras caracteristicas diferenciais, tais como sequéncia

primaria semelhante a de serina-hidrolases (dentre as quais encontram-se varias
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lipases, esterases e serina-proteases), manifestacdo de atividade de esterases e
dependéncia de ions acetato (e.g., solu¢do tampéo) para manifestacédo da atividade
de HPO.?"%¢

Considerando a reagdo de peroxidacao de acidos carboxilicos que algumas
hidrolases (lipases) desempenham na presenca de H,0,;, alguns autores
sugeriram®que a formagdo de peracidos, na presenca de H,0Q,, seria o evento
responsavel pelas reagdes de halogenagdo desempenhadas pelas HPO
independentes de cofator. Seguindo este raciocinio, outros autores®® posteriormente
demonstraram a halogenagdo da monociorodimedona (2.5; ver Figura 2.3) por
lipases variadas na presenga de acetato, H,O, e Br, confirmando por CLAE
acoplada a detector eletroquimico, a formagéo de peracidos no meio reacional. A
partir dai, as HPO independentes de cofator passaram a ser consideradas como a
manifestacdo de uma particularidade das enzimas aptas a peridrolise de acidos
carboxilicos, as quais promoveriam a halogenagdo de acordo com o mecanismo
ilustrado na Figura 2.6.5°

His
- = Ser
[o L 4 0
e TS L. A
X OH o /\ R” “OH
His
- H Ser
O NN ]
His ASpﬂ N "‘H/O\okt
o S
_ = Ser Y
_<o H ‘N\ N -(Ij R R o
Asp N TH
0 5o
OH H,0,
) His
X _«O_H‘"-'N“N ger R
Asp R T
k/ o (qg/w
x_ _ »H’O\O’H

OH ~~
Figura 2.6. Mecanismo da reagio de halogenacdo catalisada por HPO independente de
cofator (Ref. 71).
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2.2.2. Haloidrinas enantiomericamente enriquecidas

Sendo ao mesmo tempo um alcool e um haleto de alquila, as haloidrinas
dispbem de dois grupos funcionais com reatividades distintas. isto as torna
intermediarios sintéticos altamente versateis e Uteis a preparacdo de epodxidos, os
quais, principalmente se de baixa massa molecular, ndo sdo satisfatoriamente
produzidos por meio da reag&o de olefinas com peracidos.”

Dado as haloperoxidases catalisarem a formacdo de ligagdes carbono-
halogénio, por meio da oxidagdo de haletos (X)), em substratos variados (e.g.,
antraquinonas,”  esterdides,”>">™ metil-derivados do estireno’® e do acido

%338 glicais’® e acidos barbituricos3*®®), no ambito da sintese orgénica estas

cindmico,
enzimas representam alternativas sintéticas extremamente mais salubres as reacbes
de halogenagdo comumente realizadas por meio de halogénios moleculares (X,).
Embora a falta de enantiosseletividade seja uma caracteristica marcante das
haloidroxilagdes catalisadas por HPO, isto é passivel de ser remediado, por
exemplo, por meio de simples resolucéo da haloidrina formada. Neste caso, mesmo
trabalhando com a perspectiva de um rendimento tedrico maximo de 50%, a
amenidade das reagdes enziméaticas é geralmente suficiente para justificar o
investimento em um processo biocatalitico. Todavia, resoluges cinéticas também
merecem mengdo e, sendo assim, os excessos enantioméricos podem ser
consideraveis (> 90%).

O trabalho de Zhang e col.” constitui o Unico exemplo conhecido de obtencao
de haloidrinas enantiomericamente enriquecidas a partir de reagdo com HPO. Os
autores investigaram a atividade de haloperoxidase em extratos enzimaticos de 400
linhagens de fungos filamentosos e encontraram, no extrato enzimatico bruto de
Curvularia protuberata, a capacidade de transformagdo do indeno (2.6, Figura 2.7)
em frans-2S,1S-bromoindancl (2.7, 30%, ee 80%). Tais autores constataram,
entretanto, que a enantiosseletividade da biotransformacado era devido a presenca
adicional de desidrogenases especificas para conversdo de 2.8 em 2.9, no extrato

enzimatico estudado. Além de constituir um exemplo tipico de resolugdo cinética, o
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trabalho descrito salienta o carater multi-informativo do estudo de misturas
enzimaticas e o fato de que, apesar do tipo de conhecimento construido acerca do
mecanismo de reagdo das HPO, a busca por enzimas diferentes, capazes de
promover halogenagdes enantiosseletivas, ainda nio foi completamente descartada.

No que diz respeito a presente abordagem, & importante salientar que o
funcionamento de haloperoxidases in vivo é pouquissimo conhecido. O extenso
levantamento bibliografico realizado sobre o tema, em diferentes bancos de dados,

nao possibilitou a localizacdo de referéncias sobre reagbes de halogenacgédo com
celulas inteiras.

Indeno {2.6)
Extrato enzimatico de Curvufaria protuberata

(bromoperoxidase) KBr + H,Q, pH 7

LOH OH

9 Br wBr
S + R

25,13-Bromoindanol (2.7) 2R,1R-Bromoindanol (2.8)

J Extrato enzimatico de Curvufaria protuberata
J (desidrogenase) pH 7

0

2.7) . Br
30%, ee B0%).

2-Bromoindanona (2.9)

Figura 2.7. Etapas reacionais da sintese do trans-1S,2S-bromoindanol pelo extrato
enzimatico de C. protuberata (Ref. 79).
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2.2.3. Objetivos

Esta etapa do presente trabalho teve por objetivo investigar a atividade

enzimatica de haloperoxidases em diferentes microrganismos de colecbes de
culturas brasileiras.
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2.2.4. Resultados e discussao

A atividade de haloperoxidases de microrganismos foi investigada de acordo

com Zhang e col.,”®

em condi¢bées de pH proximo ao neutro e utilizando o indeno
(2.6) como substrato. Entretanto, devido & utilizacdo de células inteiras ao invés de
extratos enzimaticos, o HzO; (ou equivalente) cuja adigéo ¢ fundamental as reagcbes
com enzimas isoladas nédo foi acrescentado ao meio reacional dado sua presenca
natural nos sistemas biologicos.”®"®

Teoricamente, a bromagéo da olefina 2.6 em meio aquoso poderia gerar 8
bromoidrinas diferentes (4 pares diasteroisoméricos, Figura 2.8). No entanto, dado o
paralelo entre os mecanismos das reacdes catalisadas por HPO e aquelas
resultantes da adigdo de HOX a olefinas (Figura 2.9), os isbmeros 2-bromo-1-indanol
seriam os principais produtos de reacdo esperados devido a regioquimica do atague
nucleofilico da agua ao ion haionio.*® Ainda que os isémeros trans-2-bromo-1-
indanol fossem mais esperados que os correspondentes cis, 0 monitoramento das
reagoes foi inicialmente realizado a partir dos racematos padréo 2.10/211 e
2.12/2.13, sintetisados conforme ilustrado nos Esquemas 2.1 e 2.2. As respectivas
configuracGes relativas foram atribuidas de acordo com as constantes de
acoplamento entre os hidrogénios 1 e 2 (3JH1,H2), dadas pelos espectros de RMN de
'H. Sob as mesmas condigGes de analise (RMN de 'H 300,067 MHz, CDCls, s =
0,0 ppm), Jus iz de 2.10-11 = 5,4 € Uy 12 de 2.12-13 = 4.6. Sendo a magnitude de
3J proporcional ao anglo diedro entre as ligagGes C-H sujeitas a acoplamento, 3JH1‘H2
trans > *Juy 1 cis.”' Baseado nesta analise, 2.10-11 = isdmeros frans e 21213 =
isdmeros cis.

A biotransformagéo de 2.6 (0,5 mg.mL'1) na presenga de Br (KBr, 0,5 mg.mL"
') foi avaliada apos 24 h de incubagéo (28°C, 150 rpm) por meio da interrupcéo das
reagdes com AcCOEt e andlise das fases organicas por CGAR-EM. Neste primeiro
momento, dado a utilizagéo de coluna cromatografica com fase estacionaria aquiral,

somente regio e diasterosseletividade foram observadas. Os picos com pelo menos
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0,1% da area do pico majoritario foram integrados, permitindo a comparagido da
abundéncia relativa dos compostos detectados. A Tabela 2.1 mostra que a
conversao de 2.6 em 210-11 e 2.12-13 ocorreu como reagao minoritaria.
Adicionalmente, nenhum outro pico cromatografico apresentou espectro de massas
coerente com bromoidrinas, afastando a hipotese da formacdo dos regioisdmeros
ndo monitorados por padréo. Ambos cis- e trans-1,2-indandidis (2.14, 2.15)" foram
os principais produtos formados. Neste caso, estudos anteriores® permitem
relacionar os diois cis & convers3o de 2.6 por dioxigenases e os diois trans, embora
indiretamente, & conversdo 2.6 por monoxigenases, dado os produtos de reagéo
destes Uitimos serem epdxidos labeis em meio aquoso®® (Figura 2.10). Substancias
como indenol (2.16) e 2-hidroxindanona (2.17), as quais foram caracterizados por
comparagdo dos respectivos espectros de massas com oOs espectros de
espectrotecas padréo (HP-Wiley 275, NIST-AMDIS 32: Figuras 2.11 e 2.12), foram

relativamente abundantes em alguns casos, merecendo destaque nas reagdes com

Br Br

Curvularia spp.

(18, 28) (1R, 2R)
OH OH
(1R, 28) cis trans {15, 25)
(212) - — » (210y
OH OH
(18, 2R) (1R, 2R)
(2.13) Br Br (2.11)
3 G
wiOH J OH
e
(1S, 2R) {1R, 25)

Figura 2.8. Possiveis bromoidrinas derivadas do indeno.

' Os derivados cis- e trans-1,2-indandidis (2.14, 2.15) padréo foram gentilmente cedidos pelo Dr. Gelson José
Andrade da Conceigao, pos-doutorando do Depto. Quimica Organica. IQ/UNICAMP, sob supervisdo do Prof,
José Augusto R. Rodrigues.
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SN |
_C—¢ “OH ou H,0

N o

Figura 2.9. Mecanismo de adi¢g@o de acido hipohaloso (HOX, X = Cl, Br) a olefina para

formacao de haloidrina. A abertura do intermediario ciclico (ion haldnio} decorre do ataque
antiperiplanar do nucledfilo, promovendo a formagao esterecespecifica de produtos anti ou
trans (Ref. 31).

Esquema 2.1

NBS oH
H.0 1
D
CD ;
26 2.10/2.11
Esquema 2.2
R. Jones NaBH, OH
OH Me,CO o MeOH 1
@.\\‘Br Br \l“Br
2
2.10/2.11 2.12/2.13
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Tabela 2.1. Biotransformagéo de 2.6 por células em repouso, na presenca de Br,

apos 18 h.

Microrganismos®

Substancias (%)

;{j’ﬁw ™ o @oﬁm Cjo.m .H.af & -
216 2.17 2.14 2.15 21011 212113

Controle <1 1 <1 <1 <1 <1
Aspergillus niger CCT 5559 1 <1 <1 5 <1 <1
Aspergillus terreus CCT 3220 <1 <1 1 10 2 2
Actinomicefo LS044 4 <1 <1 8 <1 1
Actinomiceto LS045 3 <1 1 1 1
Curvularia eragrostidis CCT 5634 13 20 13 2 <1
Curvularia lunata CCT 5628 14 12 6 1 <1
Curvularia pallescens CCT 5654 28 2 10 11 1 <1
Curvularia sp. CCT 5629 37 15 14 1 <1
Drechslera dematioidea CCT 1 7 3 <1 <1
5631

Drechslera halodes CCT 5636 17 11 16 10 2 1
Fungo CCT 5553 1 4 6 6 3 1
Peniciftium sp. CBMAI 0208 2 10 2 1
Penicilfium sp. CBMAI 0209 5 14 11 1 <1
Fusarium oxysporum CCT 4595 35 1 16 12 <1 <1
Geotrichum candidum CCT 1205 <1 1 <1 6 1
Nodulisporium sp. CCT 5552 1 <1 <1 20 1
Trichoderma sp. CCT 5551 3 13 8 8 1 <1

°Ceélulas produzidas em 72 h, em extrato de malte (2%), a 28°C, sob agitagdo (150 rpm). Condigbes de
reagao: solugao tampao Na;HPO, - KH,PQ,, 0,1 M, pH 6,5 (50 mL/frasco 125 mL), biomassa (~ 500 mg,
peso Umido), indeno (0,5 mg.mL™"), KBr (0,5 mg.mL™); 28°C, agitagéo (250 rpm). "Area porcentual relativa
do cromatograma de jons totais, considerando a integragao de picos com area igual a pelo menos 0,1%
da area do pico majoritario. Colunas distribuidas de acordo com a ordem de eluigéo cromatografica.
Substancias 2.10-2.13, Figura 2.8. Substancias 2.14-2.17, Figura 2.10. As substancias 2.16 e 2.17 foram
caracterizadas por interpretagéo e comparagao dos espectros com os dados de espectrotecas {HP-Wiley
275, NIST-AMDIS 32). As demais substancias foram identificados por comparagio com substancias

padrao.
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Figura 2.10. Possiveis derivados de biotransformagdo do indeno. *Em meio aquoso, a

hidrolise enzimatica de 2.18 concorre a hidrolise expontanea e por isto 2.15 é observado

com baixo excesso enantiomérico (Ref. 34).
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caracterizado como indencl e do (B) indenol localizado por consuita & espectroteca
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Figura 2.12. Espectros de massas representativos do (A) produto de biotransformacao

caracterizado como hidroxindanona e da (B) 2-hidroxi-1-indanona localizada por consulta &

espectroteca Wiley275.
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Sendo uma reag&o quimica, as biotransformagées dependem, em boa parte,
da disponibilidade do substrato no meio reacional e, neste sentido, devido aos
resultados obtidos (Tabela 2.1) indicarem baixos valores de conversdo, a
hidrofobicidade de 2.6 passou a ser considerada como um fator limitante da reacgao
de biotransformagao pretendida, ainda que Zhang e col.”® ndo tenham mencionado
dificuldades dessa natureza. Na tentativa de ganhar conhecimento do problema,
recursos como a adigdo ao meio reacional de 2.6 em aerosso! (fluxo continuo) ou
adsorvido em resina (XAD-7)" foram utiizados em reagSes com alguns

microrganismos.

2.2.4.1. Reagdo com 2.6 em aerossol

A administragdo de substratos sob a forma de aerossol € um recurso utilizado
para biotransformagao de compostos de baixo ponto de ebulicdo e potencialmente
toxicos.®* Dentre os microrganismos previamente avaliados (Tabela 2.1), C.
eragrostidis CCT 5634 foi submetido a um experimento inicial, dado o conhecimento
prévio de HPO em Curvularia spp.®>"8

O fluxo de aerossol do substrato foi providenciado pelo borbulhamento de ar
sintético (0,2 L.min™") em um reservatério de 2.6 contendo o headspace conectado
ao meio reacional. Baseado nos estudos de Barnett e col.®® os quais por
quantificacdo de acido ribonucleico mensageiro (ARNm) demonstraram que a
expressdo de CI-HPO por Curvularia inaequalis é mais significativa em “culturas
maduras” (7 - 9 dias de incubag&o), a adigdo continua do aerossol de 2.6 a cultura
de C. eragrostidis CCT 5634 foi iniciada ao 8° dia de incubagdo do microrganismo
em crescimento. Periodicamente, aliquotas (500 ul) do meio reacional foram
retiradas e analisadas (CGAR-EM). Contrastando os resultados anteriores de
reagdes de 18 h (Tabela 2.1), nenhum derivado de 2.6 foi detectado. Em geral, a

velocidade das reagbes enzimaticas ¢ dependente da concentragdo do substrato.®

WA adsorcdo de 2.6 em resina foi realizada pelo Dr. Geison J. Andrade da Conceigao, o qual desenvolve
pesquisa, utilizando resinas, em biocatalise extrativa.
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As estimativas de concentragao realizadas (Tabela 2.2.), utilizando padronizagéo
interna (acetofenona 50 ppm, considerando fator de resposta = 1), mostraram que a
concentragdo de 2.6 no meio reacional pemaneceu proxima de 0,02 mg.mL™, ou
seja, 10 vezes abaixo dos valores de concentragdo de substrato geralmente
utilizados em biocatalise (0,2 — 0,5 mg.mL™).%”# Esforcos n&o foram direcionados a

otimizagdo do experimento nem a repeticdo do mesmo com outros microrganismos.

Tabela 2.2. Adi¢do continua de indeno (2.6) em aerossol aoc meio reacional.

t (h)°

(mg.mL")°
C. eragrostidis (5634)? 6 0,008
24 0,020
Controle 24 0,015

®Inoculo incubado em extrato de malte (2%), a 28°C, sob agitacdo (150 rpm), por 7 dias.
Condigbes de reacdo: células em crescimento (50 mU/frasco 125 mL), 2.6 em aerossol
arrastado com ar sintético (0,2 L.min™), KBr (0,5 mg.mL™"); agitagéio magnética, 24 h. *Tempo
(horas) ap6s inicio da adigao continua de 2.6. “Estimada por padronizagao interna com
acetofenona (50 ppm), considerando fator de resposta = 1.

2.2.4.2, Reagao com 2.6 adsorvido em resina

As reagles foram realizadas com células em crescimento, a partir da adicéo
de 2.6 (100 mg) adsorvido em resina (XAD-7) na proporgéo de 1:10 (p/p) aos frascos
de cultura, ao 8° dia de incubag&o. Periodicamente, amostras (500 pl) do meio

reacional foram analisadas (CGAR-EM), utilizando padronizagdo interna
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(acetofenona 20 ppm, considerando fator de resposta = 1) para quantificacdo dos
compostos detectados.

Contrastando os resultados antericres (Tabela 2.1), nenhum derivado de 2.6
foi detectado durante o periodo avaliado (12 dias). A utilizagdo de padrido interno
mostrou que a concentragdo de 2.6 livre (ndo adsorvido) nos meios reacionais foi
baixa, relativamente aos valores de referéncia ja mencionados (0,2 — 0,5 mg.mL™).
As 24 h de incubagao, a concentragéo de 2.6 livre foi proxima a 0,04 mg.mL™" (Figura
2.13) e, no decorrer do tempo, possivelmente por perdas para a atmosfera e/ou por
solubilizagdo em membranas celulares, a tendéncia da concentragdo de 2.6 livre foi
decrescente, chegando proximo aos limites de deteccdo ac final do 12° dia de
incubagéo (Figura 2.13). Ao final deste periodo, as resinas foram separadas dos
meios reacionais e de cada uma das partes foi obtido um extrato em AcOEt para
realizagdo de analises (CGAR-EM). Nos extratos em AcOEt dos meios reacionais,
derivados oxigenados de 2.6 foram detectados mas nem sequer correspondendo a
conversdes de 0,5% do material de partida (Tabela 2.3). Nos extratos em AcOEt das
resinas, somente 2.6 foi detectado.
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2 0,03 [+c
= (- 5634 ¢
% %-..‘_ 3220,
5 |- 1(15)
E 002 | —8—6(10)

0,01 -

24 h 48 h I 96 h 12d
Tempe
Figura 2.13. Concentragdo de indeno (2.6) livre no meio reacional apds adicdo de 2.6
adsorvido em resina. Legenda: C:. Controle {meio reacional sem inoculo), 5634: C.
eragrostidis CCT 5634, 3220: Aspergillus terreus CCT 3220, 1(15): Archea 1-15, 6(10):
Archea 6-10.

Tabela 2.3. Produtos de biotransformagdo de indeno (2.6) adsorvido em resina
(XAD-7).

Microrganismos? Converséo (%)':J
OH s} on OH OH el
m @é,OH .UOH ..-OH @__B[ CD""BT
2.14 2.15
216 217 2.10/11  2.1213
Controle® - - - - - -
Curvularia eragrostidis CCT 0,03 <0,01 0,03 0,06 nd nd
5634
Aspergillus terreus CCT nd nd 0,02 <0,01 nd nd
3320
Archea 1-15° - - - - - -
Archea 6-10 nd 0,16 0,08 0,08 nd nd

®inoculos incubados em extrato de malte (2%, fungos) ou meio hiperténico (archeas), a 28°C, sob agitagao (150
rpm), por 7 dias. CondigGes de reagdo: células emn crescimento (100 mbLfrasco 250 mb), 2.6 adsorvido em resina
XAD-7 (100 mg, 1:10, p/p), KBr (0.5 mg.mL"); agitagae (150 rpm), 7 dias. "Relativa & massa total de
2.6adicionada ao meio {100 mg) e estimada por padronizagdo interna com acetofenona (20 ppmy), considerando
fator de resposta = 1. nd: ndo detectado. “Amastras acidentaimente perdidas.
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2.2.5. Conclusao parcial 2

A prospeccdo de HPO em diferentes microrganismos utilizando a
biotransformagdo do indeno como referencial ndo foi bem sucedida, dado a ndo
deteccdo de biocatalisadores para reagSes de halogenagdo. Os experimentos
realizados sugerem gque a hidrofobicidade e o baixo ponto de ebuligdo do indeno
(181,6°C) atuem como fatores significativamente limitantes de sua utilizagdo como
substrato-sonda para detecgdo de atividade enzimatica de células inteiras. Tendo
isto em vista, a recondugao da investigagdo com outros possiveis substratos merece
ser considerada. Ainda assim, o presente trabalho apresentou uma proposta inédita
no modo de in\vestigagéo por biocatalisadores para reacdes de halogenacdo, no
sentido de que todos os relatos atualmente disponiveis na litetura sobre as reagtes
com HPO sdo referentes a experimentos realizados com enzimas isoladas ou

extratos enzimaticos,
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2.3. Baeyer-Villiger monoxigenases

A oxidag&o de cetonas a ésteres ou lactonas por meio de peracidos ha muito
¢ conhecida como reacdo de Baeyer-Villiger e os acidos meta-cioroperbenzobico,
peroxitrifluoroaceético, peroxibenzdico, peroxiacético e o peroxido de hidrogénio sdo
0s oxidantes mais utilizados para este tipo de transformagéo.

% Entretanto, tais oxidantes ndo sdo esteresseletivos e portanto n&o atendem
a quimica fina no sentido da demanda por reagdes dissimétricas. Adicionalmente, o
carater explosivo dos peracidos € altamente indesejavel as reagdes em larga escala
e a utilizacdo de reagentes halogenados tem sido cada vez mais criticada devido a
polui¢do ambiental.

No campo das alternativas, o desenvolvimento de complexos metalicos
quirais como catalisadores de reagdes de Baeyer-Villiger dissimétricas € visto com
grande otimismo.””®"¥? Entretanto, no presente, as oxidagdes de Baeyer-Villiger
catalisadas por enzimas constituem possibilidades bem mais interessantes (ees até
> 98%), ainda que a eficiéncia das reagdes seja significativamente sensivel a
estrutura dos substratos.®%

As enzimas comumente denominadas ‘“Baeyer-Villigerases™®%® sio
monoxigenases dependentes de grupos prostéticos” como FAD (flavina adenina
dinucleotideo) ou FMN (flavina mononucleotidec) e de coenzimas como NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) ou NADH (nicotinamida adenina
dinucleotideo, Figura 2.14). Estes Ultimos sdc quimicamente modificados ao
participar das reagdes e precisam ser regenerados para dar continuidade ao ciclo
catalitico. Embora isto seja perfeitamente possivel de ser realizado in vitro®* a fim
de atender as reagbes com enzimas isoladas, as coenzimas sédo reagentes de alto
valor agregado e, por isto, as reagbes de biotransformacao do tipo Baeyer-Villiger

sdo frequentemente realizadas com células inteiras (em crescimento ou repouso).

™ definigdo: ver rodapé p. 34
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Figura 2.14. Grupos prostéticos (FAD; FMN) e coenzimas (NADPH; NADH) de BVMOs.

Os dados bioquimicos até entdo disponiveis possibilitaram a divisdo das
Baeyer-Viliger ~monoxigenases (BVMOs) em dois tipos enzimaticos
predominantes:* BVMO tipo |, as quais contém FAD como cofator, dependem de
NADPH como fonte de elétrons e aparecem como monémeros, homodimeros ou

homotetrameros e BVMO tipo I, que contém FMN como cofator, utilizam NADH

38



Prospeccéo de biocatalisadores (Baeyer-Villiger monoxigenases)

como doador de elétrons e sdo constituidas de duas subunidades diferentes. Todas
as BVMOs seqlenciadas até o presente constituem exemplos de enzimas do tipo |,
as quais devido ao perfit de seletividade ao substrato foram classificadas como
cicloexanona monoxigenases (CHMO), ciclopentanona monoxigenase (CPMO),
ciclododecanona monoxigenase, esteroide monoxigenase e 4-hidroxiacetofenona
monoxigenase (HAPMO: Figura 2.15)."% Havendo em toda regra uma excecgdo, ha
BVMOs cujas caracteristicas bioquimicas ndo condizem com a classificagdo do tipo |

ou tipo Il. A CHMO de Xanthobacter sp. constitui um dos poucos exemplos destas
enzimas, dado a dependéncia de FMN e NADPH.'%
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Figura 2.15. Seletividade relativa ao substrato caracteristica de cicloexanona

monoxigenases (CHMO), ciclopentanona monoxigenase (CPMO) e 4-hidroxiacetofenona
monoxigenases (HAPMO) (Ref. 103)
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2.3.1. Mecanismo de reacéo

Em termos mecanisticos, as reagbes de Baeyer-Viliger nos sistemas
abidticos procedem via adigao nucleofilica de um hidroperdxido a uma cetona para
formagdo de um hidroxiperoxido. Este Ultimo sofre um rearranjo, denominado
rearranjo de Criegee (Figura 2.16), e gera um éster ou lactona, dependendo da
cetona original. A estereoquimica do grupo migrante que participa do rearranjo de
Criegee é constantemente mantida no produto final.***Sendo isto aplicado aos
sistemas biologicos, a enantiosseletividade demonstrada pelas BVMOs pode ser
racionalizada a partir da formagéio de peréxidos com configuragdes distintas'®

(Figura 2.17) cuja formagao depende da seletividade diasterofacial da forma oxidada

do grupo prostético da enzima pelo substrato (Figura 2.18). Portanto, & a face do
grupo prostético (flavina) disponivel a adigdo do O; o que a principio determina a
enantiosseletividade destas enzimas.

Embora o mecanismo de reagdo apresentado seja amplamente aceito, a falta
de dados cristalograficos dos sitios ativos das BVMOs mantém o modelo aberto a
possiveis modificagGes. Independentemente deste fato, as investigacdes por BVMOs
uteis em sintese organica seguem como um tema de destaque no cenario atual,
justificando o fato de que a construgdo de um banco de dados sobre atividade
enzimatica de BVMOs de microrganismos brasileiros corresponde a um investimento

em recursos biotecnologicos do pais.

+

B - H
O R3003H H. O Ra HB 0
- 0]
R1)J\ Rs Rél\gj: g Rz)LO’ Ry
R4

Rearranjo de Criegee

Figura 2.16. Mecanismo da reagdo de Baeyer-Villiger (Ref. 93).
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Flavina Flavina

Figura 2.17. Representacdo esquematica dos intermediarios enantioméricos das reagdes de
Baeyer-Villiger (Ref. 100).
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Figura 2.18. Representagio esquematica da oxidagao das faces re e si da flavina por O,. R
= ribosil adenosina difosfato (modificado da Ref. 100)
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2.3.2. Objetivos

Esta etapa do presente trabalho teve como objetivo a investigacdo por

BVMOs em diferentes microrganismos de colegdes de culturas brasileiras.
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2.3.3. Resultados e discussao

2.3.3.1. Reagdes com cicloexanonas

Os derivados de cicloexancnas sdo amplamente utilizados para estudo de
reagdes de Baeyer-Villiger enzimatica.® Por isto, no presente, as cetonas 2-metil-
ciclohexanona (2.20) e 4-metil-cicloexanona (2.21) foram utilizadas como substratos
para sondagem de BVMOs. De acordo com o mecanismo da reagdo de Baeyer-
Villiger, a insergdo do oxigénio na posicdo o-carbonilica do substrato ocorre
regiosseletivamente, junto ao substituinte a-carbonilico (ou grupo migrante) que
melhor estabilizar a formagéo de um carbocétion. Portanto, os racematos 2.22/2.23
(Figura 2.19) e 2.24/2.25 (Figura 2.20) foram sintetisados (Esquema 2.3) visando a
obteng¢&o de lactonas padrdo para monitoramento cromatografico (CGAR-FID) das
reag0es de biotransformacgdo. Os racematos correspondentes aos produtos de
redugdo 2.26-2.29 e 2.30/2.31 (Figuras 2.19 e 2.20) também foram sintetisados

(Esquema 2.4) e utilizados como substancias padrio.
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Figura 2.19. Possiveis produtos de oxidagao ou redugio de 2.20
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Figura 2.20. Possiveis produtos de oxidagao ou reducéo de 2.21

Contrastando com a metodologia das reacdes de biotransformacéo
tradicionais, onde um dnico substrato & submetido a um Gnico microrganismo, as
reagbes de biotransformacdo de 2.20 e 2.21 foram realizadas concomitantemente
em um Unico pote, mantendo a regra de um Unico microrganismo. Relativamente ao
método tradicional, as principais vantagens deste tipo de abordagem, em se tratando
de triagens investigativas, sdo a economia de material (e.g., meio de cultura e
celulas), de espago (e.g., redugdo do nimero de frascos submetidos a incubacdo) e
tempo (e.g., de montagem de experimento a analise de resultados), além da
possibilidade de analises cinéticas verdadeiramente relativas.

A avaliagdo das conversbes de 2.20-21 em produtos foi baseada em
padronizagdo interna (acetofenona 50 ppm). As configurages absolutas de
2.22/2.23 foram atribuidas de acordo com Felious e col.,'®" os quais demonstraram
que os antipodas (S) de uma série de caprolactonas 7-alquil-substituindas (aiquil =
metil - octil) eluem primeiro que os complementares (R), em coluna cromatografica
de fase estacionaria octakis-(2,6-di-O-pentil-3-O-butiril)-»~ciclodextrina.  As
configuragbes absolutas de 2.24/2.25 foram atribuidas segundo a ordem de eluigdo
cromatografica determinada por Porto,’ o qual empregando a mesma coluna
cromatografica utilizada no presente trabalho [fase estacionaria heptakis-(2,3-dimetil-

6-pentil)-3-ciclodextrina], demonstrou que o antipoda (S) elui primeiro que o
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correspondente (R). A estereoquimica absoluta dos produtos de redugdo néo foi

determinada (Figura 2.21). Os excessos enantioméricos (ee, %), determinados

conforme a Equagéo 2.3.

AMCB
Ri NaHCO,

CH,Cl,

Ry

2.20. Ry = CH3, R, = H
2.21. R1 = H, R?_ = CH3

R NaBH,

MeOH
R

2.20. R1 = CHa, R2 =H
2.21. R1 = H, R2 = CH3

Esquema 2.3

2.22/2.23. Ry = CHg, R, = H
2.24/2.25. Ry = H, R, = CHj

Esquema 2.4

2.26-2.29. R = CHj, Ry = H
2.30/2.31. Ry = H, R, = CH,

Equagéo 2.3

ee = area (+) — area (-) X 100

area (+) + area (-)

onde area (+) corresponde a area cromatografica do isdbmero dextrégero

e area (-) a area cromatografica do isdmero levogero.
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Figura 2.21. Cromatograma (CGAR-FID) caracteristico da eluicdo das substancias padrao
2.20, 221, 222-23 e 224-25 em coluna Hamburg heptakis-(2,3-dimetil-6-pentit)-b-
ciclodextrina (25 m x 0,25 mm; 0,25 pm), aquecida de 80°C a 180°C, a 5°C.min"". Demais

condi¢oes, ver Experimental.

Dentre os microrganismos testados, (A. fumefaciens CCT 6515, Archea 1-15,
Archea 2-15, Archea 6-10, C. eragrostidis CCT 5634, Emericelfa nidulans CCT 3119,
G. candidum CCT 1205, Penicillium funiculosum CCT 0490, Pichia kiuyveri CCT
3365, Pichia canadensis CCT 2636, Pseudomonas aeruginosa CCT 1987,
Pseudomonas aeruginosa CCT 2738, Rhodotorula glutinis CCT 2182, Rhodotorula
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minuta CCT 1751, Trichoderma sp. CCT 5551 e Trichosporon cutaneum CCT 1903)
apenas o fungo G. candidum CCT 1205 oxidou ambos 2.20 e 2.21 em lactonas, com
conversdes da ordem de 60% e 90%, respectivamente, ao final de 46 h de
incubagao (Tabela 2.4). As leveduras R. glutinis CCT 2182 e R. minuta CCT 1751

iniciaram a oxidag&do 2.20 mas n&o a evoluiram além de 10% do material de partida.

Tabela 2.4. Biotransformagao de 2-metil-cicloexanona (2.20) e 4-metil-cicloexanona

(2.21) por células em crescimento.

Microrganismo t (h)? c (%)

OH

~_ -,

N\
2.22/23 2.26/29 2.24/25 2.30/31

A. tumefaciens CCT 6515 168 - 11 - 7
Archea 1-15 168 - - - 16
Archea 2-15 168 - - - -
Archea 6-10 168 - - - -
C. eragrostidis CCT 5634 168 - 45 - 29
E. nidulans CCT 3119 168 - 73 - 83
G. candidum CCT 1205 5 - 7 - 4
22 12 12 5 8
46 60 - >90 -
P. funiculosum CCT 0480 168 - 60 - >99
P. kluyeri CCT 3365 168 - 22 - 29
P. stipitis CCT 2617 168 - 59 - 95
P. aeruginosa CCT 1987 46 - 6 - 2
P. aeruginosa CCT 2738 168 - 4 - g
R. glutinis CCT 2182 168 3 43 - 08
R. minuta CCT 1751 168 10 46 - 95
Trichoderma sp. CCT 5551 168 - 72 - >89
T. cutaneum CCT 1903 168 - 45 - 43

“Tempo (horas) apds adigdo de 2.20 e 2.21. "Conversdo avaliada por CGAR-FID com base em
padrio interno (acetofenona, fator de corregdo = 2) e relativa ao material de partida racémico. -: nao
detectado.
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A enantiosseletividade enzimatica dos 3 microrganismos que manifestaram

atividade de BVMO foi distinta (Tabela 2.5), sendo o antipoda 2.23

(R)

preferencialmente fornecido por G. candidum CCT 1205 e o correspondente 2.22
(S), por R. glutinis CCT 2182 e R. minuta CCT 1751. Portanto, ainda que estes

Ultimos tenham desempenhado reagdes de redugdo como o principal processo de

biotransformacao (Tabela 2.4}, o potencial para reagbes de Baeyer-Villiger merece

consideragéo devido ao indicio de complementariedade enzimatica.

Tabela 2.5. Oxidagdo de 2-metil-cicloexanona (2.20) e 4-metil-cicloexanona (2.21)

por células em crescimento.

Microrganismo t /Q/i\/ Oj\
(h?  c(%)P® ee(%) conf? c(%)® ee(%) conf®

G. candidum 22 12 40 R 5 >89 R
CCT 1205 46 60 19 R >90 94 R
R. glutinis 22 3 >99 S 0

CCT 2182 168 3 >89 S 0

R. minuta 22 0 0

CCT 1751 168 10 >99 S 0

“Tempo (horas) ap6s adicac de 2.20 e 2.21. "Conversao estimada por CGAR-FID com base em

padréo interno (acetofenona, fator de correcao = 2) e relativa ao material de partida racémico.

‘Excesso enantiomérico (ee) = Equagdo 2.3. Configuragdes absolutas atribuidas de acordo com

“Fellous et al.""® e ®*Porto.""

Os excessos enantiomericos (ee, %) mostraram que G. candidum CCT 1205

foi significativamente menos enantiosseletivo na oxidagao 2.20 do que na oxidacdo

de 2.21 (Tabela 2.5), sendo este resultado compativel com a seletividade de outras

CHMO descritas na literatura.'®
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2.3.3.2. Reagbes com outros substratos

A aplicagdo de BVMOs a preparacdo de intermediarios Uteis em sintese
organica além dos derivados de cicloexanona, bicicloeptanona, canfora e alguns
outros tem sido pouco demonstrada,”® sendo este fato amplamente reconhecido
como um dos principais desafios desta linha de pesquisa. Neste contexto, a
atividade de BVMO de microrganismos aptos a conversédo de 2.36 em 2.37 (Figura
2.22)'" foi avaliada frente a biotransformagao das cetonas 2.32-2.35 (Figura 2.23).
As reagbes foram monitoradas por CGAR-EM, utilizando lactonas e alcoois padrio

correspondentes (Figura 2.24).

microrganismo
/\/\/\m N %O
O o

3-hexil-1-ciclobutanona (2.36) 4-hexil-y-butirolactona (2.37)

Figura 2.22. Reacao de Baeyer-Villiger catalisada por A. niger CCT 5559, Curvularia sp.
CCT 5629, C. pailescens CCT 5654 e Trichoderma sp. CCT 5551,

Em todas as reagles realizadas, os produtos de oxidacdo desejados nio
foram detectados pelo método de analise utilizado. As cetonas 2.32 e 2.34 foram
diasterosseletivamente reduzidas, 2.33 néo foi biotransformado durante o periodo de
reacao observado (48 h) e o substancia 2.35, apos longo periodo de reagado (15
dias), foi convertido a um derivado hidroxilado somente por Curvufaria sp. CCT 5629,

dentre os demais microrganismos testados.
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O 1 O)\%
N-Cbz-azabiciclo-endo-ciclobutanona (2.32)* N-Boc-azabiciclo-endo-ciclobutanona (2.33)°

~Y 9

(8)-Metil-a-canfolenona (2.34)°

3,5,8-trimetil-1-indanona (2.35)
Figura 2.23. Substancias ndo-tradicionalmente utilizados como sondas para detecgdo de

Baeyer-Villiger monoxigenases. Materiais gentilmente cedidos e preparados no Depto.
Quimica Organica, IQ/UNICAMP, pelos doutorandos *Marcelo Valle e Antdnio Batista
(Prof. Carlos Roque Correia), “Nelson Henriques (Profa. Licia Baptistella) e pela

graduanda *Valdirene S. Teixeira (Prof. Claudio Herrera Braga).

Yo Tho T
(2.38)° (2.39) (2.40)°
PH
O Q
(2.44)°
(2.42)° (2.43)°

Figura 2.24. Substancias padrado utilizadas para monitoramento das reagbes de
biotransformacdo de 2.32-35. *“Materiais preparados no Depto. Quimica Orgénica,
IQ/UNICAMP, conforme determinado acima (Figura 2.23), *a excec¢&o do padrdo 2.40, o
qual foi preparado pela presente autora a partir da reducéo de 2.32 com NaBH,
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2.3.4. Concluséo parcial 3

A avaliagdo da atividade enzimatica de microrganismos frente a mais de um
substrato, simultaneamente, foi introduzida no presente trabalho como uma proposta
de otimizagao dos procedimentos tradicionais de triagem para biocatalisadores.

Diferentes cetonas foram utilizadas para sondagem da atividade de BVMO em
diferentes microrganismos. Entretanto, somente na presenga de metil-cicloexanonas
3 microrganismos detentores de BVMO foram detectados: G. candidum CCT 1205,
R. glutinis CCT 2182 e R. minuta CCT 1751, embora apenas 1 deles (G. candidum

CCT 1205) tenha manifestado atividade expressiva nas condigbes experimentais
utilizadas.
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Capitulo 3

Triagem de alto desempenho

No decorrer do presente trabalho foi ponderado que o tempo empenhado na
realizacdo de triagens biocataliticas deveria ser otimizado. Como & sabido (capitulo
2: Biocatalisadores), a seiegdo de um biocatalisador de origem microbiana depende
de um trabalho sistematico de exposicdo do maior numero possivel de
microrganismos a substratos funcionalizados e posterior avaliagdo das modificagbes
estruturais realizadas. Qualquer ensaio utilizado para tal fim & baseado em algum
método capaz de medir a conversdo do substrato em produtos. Neste sentido,
recursos como a cromatografia gasosa de alta resolugdo (CGAR) e a cromatografia
liguida de alta eficiencia (CLAE) sdao amplamente utilizados como ferramentas
analiticas, porém 0s mesmos ndo sdo viaveis, em termos de custos, a aplicagao
para triagens de grande porte envolvendo centenas de amostras diarias. Tendo isto
em vista, Reymond e col. desenvolveram ensaios fluorogénicos passiveis de
aumentar o desempenho das triagens para biocatalisadores Uteis em sintese
orgénica, tais como aldolases, acilases, fosfatases, lipases/esterases e epodxido-
hidrolases. 019107108109 conforme ilustrado na Figura 3.1, o ensaio de Reymond
associa a formacdo de produtos (resultadc de uma catalise enzimatica) com a
liberagcdo de sinal fluorescente. O método envolve substratos fluorogénicos (3.1-3.4)
0s quais, apds reagdo com o biocatalisador, geram produtos (3.5-3.6) cuja oxidagdo
por alcool desidrogenase (ADH) ou NalO; geram um precursor ariloxi-carbonilico
(3.7) de um composto fluorescente (umbeliferona, 3.8). Nesta ultima etapa, as
propriedades cataliticas da albumina de soro bovino (BSA) sdo exploradas no
sentido da catdlise de uma reacdo de feliminagcédo. A detecgdo de fluorescéncia
confere alta sensibilidade ao ensaio e por isto permite a miniaturizagdo de seu
formato.
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0. _OH
HO OH Ci) \ )\
O//P\O\/I\/\ 0 O \
(3.2) 0
fosfatase (3. 3)
lipase ou
m esterase
\ﬂ/ \/K/\ OAO m
@]
(3.1} (R = CH2Ph) \ 2
acilase m poxndo hidrolase
oxidagéo (3.5, X=0)
(ADH ou NaIO4)/ 3 6, X = NH)
fluorescente

beta-eliminagio
K/\o o o MO 0" o
(3.7) (3.8)

Figura 3.1. Representagdo esquematica do ensaio fluorogénico de Reymond para

detecgao de enzimas hidroliticas (Ref. 112).

Dentro dos parametros convencionais, as triagens para biocatalisadores microbianos
$d0 normalmente realizadas em frascos de 125 mL com 50 mL de meio reacional
contendo o substrato a ser testado & concentraggo de 0,2 — 0,5 mg.ml",#% o que
corresponde a 1mM para substancias apresentando massa molecular (MM) entre
200 e 500 u.m.a. Isto significa que para cada microrganismo testado (sem duplicata)
sa0 necessarios de 10 a 25 mg de substrato. Em contra partida, as triagens para
biocatalisadores baseadas em deteccdo de fluorescéncia sao normalmente
realizadas em microplacas de 96 pogos (ou mais, e.g., 384 pogos com 0,1 - 0,2 mL
de meio reacional contendo o substrato a 0,1 mM).""*""! Considerando substratos de
MM 200 - 500 u.m.a,, isto significa que para cada microrganismo testado (sem
duplicata) sdo necessarios de 0,004 a 0,01 mg de material. Portanto, relativamente
ao método tradicional, a triagem baseada em fluorescéncia permite reduzir em 2500

vezes a quantidade de substrato necessaria 3 avaliacdo de biocatalisadores,
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justificando assim a atribuigdo do termo triagem de alto desempenho (“high-
throughput screening”). A aplicagdo deste tipo de ensaio como ferramenta de rotina
possibilita, a principio, a rapida construgdo de um banco de dados sobre o potencial
enzimatico de qualquer conjunto de microrganismos. As coleges de microrganismos
brasileiros {e.g., CCT - Colegdo de Culturas Tropical, CBMAI ~ Colegao Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e IndUstria) merecem ser avaliadas neste sentido, por
ser este um ponto de partida de empreitadas biotecnolégicas; e a possibilidade de
fazé-lo a custo relativamente baixo, é certamente o que torna os ensaios
fluorogénicos altamente atraentes.

Embora o ensaioc de Reymond seja aplicado com sucesso a avaliagao de
enzimas isoladas ou parcialmente purificadas, sua aplicagdo a células inteiras
permanece inexplorada. Havendo interesse no desenvolvimento deste aspecto, a
substancia 3.9 foi sintetizada visando a detecgao de Baeyer-Villiger-monoxigenases
(BVMOs), como preconizado por Alphand e col. (Figura 3.2)."* Esta iniciativa abriu
portas a uma colaboragéo, a qual proporcionou a realizacdo de parte da presente

etapa do trabalho na Universidade de Bern (Suiga), sob supervisdo do Prof. Dr.
Jean-Louis Reymond.

Baeyer-Villiger o

\/[O/\ m T )LO O b

(3.9) L (3.10)
1) oxidagdo (HLADH, NAD+) hidrotise
2) beta-eliminagao (BSA)
oo, —— * L
HO (@] @] K/\O o 0
(3:8) (3.11)
fluorescente

Figura 3.2. Representagdo esquematica do ensaio fluorogénico para detecgdo de BVMOs.
*De acordo com Alphand e col.,'*" a conversao de 3.10 a 3.11, na presenca de células

microbianas, ocorre rapidamente por meio de hidrolise enzimatica.
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3.1. Objetivos

Esta etapa final do presente trabalho teve por objetivo a implementagédo de
um ensaio de triagem de alto desempenho para prospecgéo de biocatalisadores em

microrganismos.
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3.2. Resultados e discussao

As triagens denominadas "de alto desempenho” tém por finalidade oferecer
mais informagdo em menos tempo. Os procedimentos adotados no presente foram
baseados nos ensaios fluorogénicos de Reymond,'**"'® os quais tém por
caracteristica a utilizagdo de substratos derivados de umbeliferona (3.8), enzimas
purificadas e a realizagdo de reagdes em solugdo tampéo borato pH 8,8, dado a
fluorescéncia decorrer da base conjugada de 3.8.

Dado a auséncia de detalhamento experimental’®' sobre a aplicacido de 3.9
como sonda para deteccdo de BVMOs, o andamento da adaptacdo do ensaic de
Reymond a microrganismos foi monitorado por meio da adaptagao, em paralelo, do
ensaio para triagem de enzimas hidroliticas, dado a disponibilidade da parte
experimental destes Ultimos na literatura.”’*""® Os tipos de substrato escolhidos

para realizagdo desta espécie de controle positivo foram os epdxidos.

3.2.1. Avaliagbes preliminares

3.2.1.1. Validagdo dos reagentes

A estabilidade de epoxidos nas condigbes reacionais do ensaio de Reymond é
conhecida.”™ Por outro lado, a estabilidade de 3.9 em tais condigdes teve de ser
avaliada.

Realizando um experimento tipico da triagem de alto desempenho de
Reymond, os sinais de fluorescéncia provenientes de 3.9 em solugédo tampéao borato
(20 mM pH 8,8) contendo BSA (2 mg.mL™") foram monitorados ao longo do tempo,
na auséncia e na presencga de alcool desidrogenase (HLADH/NAD+, ver Figura 3.2),
sendo a variagdo de intensidade dos sinais de fluorescéncia interpretada como um
indicador direto da estabilidade do substrato (3.9). Como ilustrado na Figura 3.3, a
qual corresponde a uma leitura iniciada apds 24 h de incubagdo das misturas

reacionais, em todas situacoes testadas a intensidade dos sinais de fluorescéncia
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variou em uma faixa de linearidade, indicando a auséncia de reagbes nao
enzimaticas passiveis de proporcionar a liberagdo do fluordforo 3.8. A Figura 3.3
também revela a interagdo positiva entre os reagentes HLADH e NAD+, pois
somente na auséncia de HLADH o NAD+ foi capaz de interagir com 3.9,

ocasionando redugdo da intensidade dos sinais de fluorescéncia.
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Figura 3.3. Estabilidade de 3.9 nas condigdes do ensaio de Reymond (3.9 100 uM, HLADH
50 ug.mL", NAD+ 1 mM, BSA 2 mg.mL", solugdo tamp&o borato 20 mM pH 8.8). Curvas

representativas da média de uma duplicata.

O segundo aspecto cuja avaliagdo também foi fundamental a aplicacdo de 3.9
aos propositos do presente trabalho foi a etapa de oxidagdo de 3.11 por
HLADH/NAD". A semelhanca do experimento anterior (Figura 3.3), isto foi realizado

por meio da leitura dos sinais de fluorescéncia provenientes de 3.11 em solugao
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tamp&o borato pH 8,8 contendo BSA, na auséncia e na presenca de HLADH e
NAD+. Como ilustrado na Figura 3.4, somente na presencga da enzima HLADH a
intensidade dos sinais de flucrescéncia das solugdes contendo 3.11 aumentou
significativamente no decorrer do tempo, demonstrando a liberacdo de 3.8 em
conseqUéncia da oxida¢do de 3.11. Assim, os experimentos até entdo realizados

forneceram evidéncias favoraveis a utilizagéo de 3.9 para o fim almejado.

009 ¢ 3.9, HLDH, NAD+, BSAI
‘ o , x 3.9, NAD+, BSA
43.9 BSA

2000

1000 <

Intensidade de fluorescéncia (460 nm)
(%)
(=]
Qo
o
i

o 2000 4000 6000 8000 10000 12000
tempo (s)

Figura 3.4. Oxidagao de 3.11 nas condigbes do ensaio de Reymond (3.11 100 uM, HLADH

50 pg.mL™”, NAD+ 1 mM, BSA 2 mg.mL", solugdo tampao borato 20 mM pH 8,8). Curvas
representativas da média de uma duplicata.
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3.2.1.2. Concentracao do biocatalisador

A concentragdo adequada de células & realizagdo do ensaio foi avaliada com
base na reagédo de oxidagdo de 3.5 por NalQ, (ver Figura 3.1) na presenga de R.
glutinis CCT 2182. Como ilustrado na Figura 3.5, no decorrer da incubacéo, a
intensidade dos sinais de fluorescéncia foi inversamente proporcional a
concentracao de células presente. Entretanto, na presenca de células a 0.1 mg.mL™’
a oxidagdo de 3.5 ndo foi prejudicada. Este valor de concentragdo encontrado é
perfeitamente compativel com os parametros referenciais em biocatalise,’”'"® dado
a utilizagdo do substrato a 100 uM. Portanto, esta concentragao de células e

substrato foi mantida nas triagens doravante realizadas.
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Figura 3.5. Oxidagao de 3.5 nas condi¢des do ensaio de Reymond (3.5 100 uM, NalO, 1mM,
BSA 2 mg.mL", solugdo tampdo borato 20 mM pH 8,8) na presenca de células. Curvas
representativas da média de uma duplicata.
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3.2.2. Triagem para epoxido-hidrolases

A viabilidade da aplicagdo do ensaio de Reymond a triagem de
microrganismos foi ponderada pelo andamento das reacgdes utilizando substratos
para epoxido-hidrolase (EH). Dentre o material utilizado para realizagdo do estudo,
os epoxidos 3.4 e 3.12 foram sintetisados e cedidos pela doutoranda Lu Shi Chen
(Prof®. Anita J. Marsaioli). O sucesso da adaptagdo do ensaio foi diretamente
relacionado & detecgde de EHs. Neste sentido, R. glutinis CCT 2182 foi
propositalmente incluida na bateria de microrganismos testados devido ao
conhecimento prévio deste seu tipo de atividade enzimatica. Como ilustrado nas

Figuras 3.6 e 3.7, 0 aumento da intensidade dos sinais de fluorescéncia indicando a
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Figura 3.6. Aplicagdo de 3.4 & detecgdo de EHs em microrganismos sob as condiges do
ensaio Reymond (3.4 100 uM, NalO4 1 mM, BSA 2 mg.mL-1, tampéo borato 20 mM pH 8,8).
Curvas representativas da média de uma duplicata. Legenda: G. candidum CCT 1205, R.
minuta CCT 1731, T. cutaneum CCT 1903, P. aeruginosa CCT 1987, R. glutinis CCT 2182,
P. stipitis CCT 2617, P. aeruginosa CCT 2738, P. kluyeri CCT 3365, C. amalonaticus CCT
4059, S. rubidea CCT 5732, A. tumefaciens CCT 6515.
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liberagcdo de 3.8 e 3.13, respectivamente, foi registrado em decorréncia da
biotransformagao de 3.4 por R. glutinis CCT 2182 e por P. stipitis CCT 2617 (Figuras
3.6) e em decorréncia da biotransformagéo de 3.12 por T. cutaneum CCT 1903, A.
tumefaciens CCT 6515 e, novamente, R. glutinis CCT 2182 (Figura 3.7).Além de

demonstrar a viabilidade da aplicagdo do ensaio de Reymond a microrganismos e

atilizagdo acertada de R. glutinis CCT 2182 como referéneia, os resultados

mostraram a existéncia de pelo menos 2 tipos de EHs dentre os microrganismos

testados, sendo um deles seletivo para 3.4 e outro seletivo para 3.12. No que diz

respeito a R. glutinis CCT 2182, duas hipdteses sdo razoaveis: a existéncia dos dois

tipos de EH no mesmo organismo ou a existéncia de um terceiro tipo enzimatico

menos seletivo.
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Figura 3.7. Aplicagdo de 3.12 a detec¢do de EHs em micron
ensaio de Reymond (3.12 100 uM, NalO4 1 mM, BSA 2 mg.mlL-
8,8). Curvas representativas da média de uma duplicata. Legen
R. minuta CCT 1751, T. cutaneum CCYT 1903, P. aeruginosa
2182, P. stipitis CCT 2617, P. aeruginosa CCT 2738, P. kluyeri

CCT 4059, S. rubidea CCT 5732, A. tumefaciens CCT 6515.
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3.2.3. Triagem para Baeyer-Villiger monoxigenases

Dentre os componentes necessarios para a realizagdo do ensaio, o substrato
3.9 foi sintetizado conforme ilustrado no Esquema 3.1. O éster 3.10 foi gentiimente
sintetisado pela doutoranda Lu Shi Chen (Prof°. Anita J. Marsaioli) e o alcoo! 3.11 foi

gentiimente cedido pelo Prof. Jean-Louis Reymond (Universidade de Bern, Suiga).

Esquema 3.1

TsCl Q\Sffo
MOH S| WO/ \@\ NaH
(3.14) CH,Cl, (3.15) = DMF
~
R e \ﬂ/\/\o o o
o o o CuCl, O,
o (3.9)

De acordo com as expectativas, o sucesso da adaptacdo do ensaio foi
diretamente relacionado a detecgdo de BVMOs. Neste sentido, o referencial
introduzido no ensaio foi o fungo G. candidum CCT 1205, devido a4 demonstragéo de
BVMO frente a cicloexanonas (Capitulo 2). Entretanto, sob as condigdes do ensaio
de Reymond nenhum dos microrganismos testados demonstrou a atividade
enzimatica de forma significativa durante o periodo observado (48 h). Nas reagbes
com T. cutaneum CCT 1903 e S. rubidea CCT 5732, um aumento muito discreto da

intensidade dos sinais de fluorescéncia apenas sugeriram a ocorréncia da reagao
(Figura 3.8).
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Figura 3.8. Aplicagdo de 3.9 a deteccdo de BVMOs em microrganismos sob as
condi¢bes do ensaio de Reymond (3.9 100 uM, HLADH 50 ug.mL-1, NAD+ 1 mM,
BSA 2 mg.mL-1, tampé&o borato 20 mM pH 8,8). Curvas representativas da média de
uma duplicata. Legenda: G. candidum CCT 1205, R. minuta CCT 1751, T. cutaneum
CCT 1903, P. aeruginosa CCT 1987, R. glutinis CCT 2182, P. stipitis CCT 2617, P.
aeruginosa CCT 2738, P. kluyeri CCT 3365, C. amalonaticus CCT 4059, S. rubidea
CCT 5732, A. tumefaciens CCT 6515.

Visando agregar informagles sobre os sistemas, reagées de
biotransformacéo tradicionais (meio reacional 25 mL; substrato 0,3 mg.mL"', 150
rpmy) foram montadas, na tentativa de verificar se o resultado obtido seria devido &
baixa oxigena¢do das microplacas. Desta vez, somente 2 microrganismos foram
utilizados, sendo eles G. candidum CCT 1205 e T. cutaneum CCT 1903. Neste
experimento, as reacgdes foram monitoradas por CLAE, tendo por referéncia a
eluicdo das substancias padrdo sintetisadas (Figura 3.9). As reagbes foram
acompanhadas por 6 dias (144 h) e a Tabela 3.1 mostra os resultados obtidos. A

oxidag&o de Baeyer-Villiger ndo ocorreu de forma expressiva em nenhum dos casos,
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a principio descartando a hipdtese de que o problema estaria na oxigenagao no
meio. A "dorméncia” de G. candidum CCT 1205 causava frustacao.

Um segundo experimento foi montado com G. candidum CCT 1205 e T.
cutaneum CCT 1903, desta vez modificando o pH do meio reacional de pH 8,8
(solugao tampdo borato) para pH 6,5 (solugdo tampdo fosfato), reproduzindo a
condicdo da triagem previamente realizada com cicloexanonas. As reagdes
tambémforam montadas de acordo com o profocolo das reagbes de
biotransformagao tradicionais (meio reacional 25 mL; substrato 0,3 mg.mL™, 150
rpm) e também foram acompanhadas por CLAE, tendo por referéncia a eluicdo das
substancias padrao sintetisadas (Figura 3.9).

As areas cromatograficas porcentuais apresentadas nas Tabelas 3.1 e 3.2
mostram que a velocidade da reacao de Baeyer-Villiger, avaliada pela concentragao
relativa de 3.11, foi favorecida em condigbes de pH ligeiramente acido (pH 6,5),
notoriamente no caso de T. cutaneum CCT 1903, o qual, desde o experimento
monitorado por fluorescéncia ja havia demonstrado maior afinidade por 3.9 do que
G. candidum CCT 1205. Nas rea¢des com T. cutaneum CCT 1903, apds 24 h em pH
8,8, somente 1% de 3.9 foi convertido a 3.11 (Tabela 3.1); em contrapartida, em pH
6,5, no mesmo periodo de tempo a conversao correspondeu a 12% (Tabela 3.2).
Este comportamento foi mantido e apds 72 h a conversao de 3.9 a 3.11 por T.
cutaneum CCT 1903 em pH 88 e pH 6,5 correspondeu a 2% e 45%,
respectivamente. No caso das reagbes com G. candidum CCT 1205, os dados
apresentados nas Tabelas indicam ao menos duas interpretagbes viaveis:
inadequagdo de 3.9 ao seu tipo de BVMO, a qual foi detectada frente a
cicloexanonas, ou nao expressdo da BVMO quando da reativagdo do microrganismo

para a realizagéo das reacoes.
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Figura 3.9. Cromatograma (CLAE) caracteristico da ordem de eluicdo das substancias
padrao 3.8 — 3.11 em coluna Chromolith RP 18e (50-4,6 mm).

Tabela 3.1. Biotransformagéo de 3.9 em solugéo tampao borato pH 8,8.

G. candidum CCT 1205 T. cutaneum CCT 1903 c®
A %° A % A%

t(h 3.8 39 310 3.11 3.8 39 310 3.11 3.8 39 310 3.1
24 01 98,1 - 0,4 06 969 - 1,1 nd nd nd nd
48 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
72 0,5 98,3 - 0,1 0,7 96,5 - 2,0 nd nd nd nd
9% 06 982 - 0,1 0,7 96,1 - 2,2 nd nd nd nd
144 nd nd nd nd 0,6 95,2 - 2,2 nd nd nd nd

“Reagdo Controle (mistura reacional isenta do biocatalisador). °Area cromatografica porcentual.

“Tempo de reag&o (horas). nd: ndo determinado. -; n&o detectado.

Tabela 3.2. Biotransformagéao de 3.9 em solugao tampéo fosfato pH 6.5

G. candidum CCT 1205 T. cutaneum CCT 1903 c?
A %° A% A %

t(h 38 39 310 3.11 3.8 39 310 3.11 3.8 3¢9 310 3.11
24 06 976 - 1,3 06 865 - 12,3 06 99,2 - -
48 0,6 96,1 - 2,8 0,9 704 - 277 06 992 - -
72 nd nd nd nd 1,8 524 - 450 06 992 - -

®Reagao Controle (mistura reacional isenta do biocatalisador). "Area cromatografica porcentual.
“Tempo de reag&o (horas). nd: nao determinado. -: ndo detectado.
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3.3. Concluséo parcial 4

A triagem de alto desempenho de Reymond para EHs foi adaptada com
sucesso as reagdes com microrganismos. Segundo a seletividade enzimatica aos
epoxidos (monossubstituido/dissubstituido) fluorogénicos utilizados como substrato
nos ensaios, 3 conjuntos distintos de biocatalisadores foram selecionados, conforme
ilustrado abaixo. Dentre as fontes de EH detectadas, somente R. glutinis é

mencionada na literatura.

o o Trichosporon cutaneum

|>\/
Rodothorula glutinis - CCT 1903
Pichia stipitis CCT 2182 - Agrobacterium tumefaciens

. CCT 2617 L 0 CCT 6515

No que diz respeito a triagem para BVMOs, a condigdo original de pH do
ensaio de Reymond (pH 8,8) ndo foi detectada como um fator limitante da atividade
de BVMO frente ao tipo de substrato utilizado. No entanto, ainda que por meio de
reacoes realizadas no formato tradicional, os estudos desevolvidos no sentido de
verificar as condigdes adequadas para implementagéo das reagées em microplacas
proporcionaram a detecgéo, em Trichosporon cutaneum CCT 1903, de uma BVMO
distinta daquela detectada em Geotrichum candidum CCT 1205 frente a
cicloexanonas. A detecgdo de BVMOs no género Trichosporon corresponde

atualmente a um fato inédito, a ser descrito na literatura.
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4. Conclusao geral

A aplicagdo dos ensaios de bioautografia e CIM a monitorizagdo de
metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana proporcionou uma avaliagdo
simples e objetiva do conteddo dos extratos em AcOEt das culturas de 15 linhagens
de fungos filamentosos pela primeira vez estudadas quimicamente. A abordagem
realizada resultou no isolamento de coclioquinona A {1.5) e isococlioquinona A (1.6),
do extrato em AcOEt da cultura de D. dematioidea CCT 5631, e E-desidrocurvuiarina
(1.7) e curvularina (1.8), do extrato em AcOEt das culturas de C. eragrostidis CCT
5634 e de C. pallescens CCT 5654, alem de serem detectados (CGAR-EM) nos
extratos em AcOEt das culturas das demais Curvularia presentes dentre os fungos
isolados de abelhas (Trigona sp). A excecdo de 1.8, o qual ndo foi detectado por
meio dos ensaios antimicrobianos, as demais substancias isoladas apresentaram
potencial de atividade somente contra bactérias Gram-positivas (S. aureus e B.
subtilis), sendo os seguintes os valores de CIM para S.aureus: 1495 (CIMs ayreus,,
pmol.L"): ClMs.aureus 1.5 > 28, ClMsapeus 1.6 > 1623, ClMsayens 1.7 > 1724,
CIMs aureus 1.8 > 3424, A excecdo de 1.5, o qual se destaca pela presenca de um
ndcleo quindnico, as demais substancias isoladas apresentaram valores de CIM
altos, relativamente aos antibidticos padrao utilizados. Todas as substéncias
isoladas foram encontradas descritas na literatura. Entretanio, a avaliagao
quantitativa das respectivas atividades antimicrobianas foram até entdo pouco
exploradas, sendo isto, portanto, nesta area, a principal contribuicdo efetiva
resultante do presente trabalho.

Os experimentos dedicados a investigacdo de HPO em microrganismos ndo
proporcionaram a detecgdo da desejada atividade enzimatica. A estratégia de
utilizagdo de um substrato hidrofdbico como o indeno, embora baseada na literatura,
pode ter contribuido em muito para tal resultado, devido & tendéncia de solubilizagéo
em membranas celulares. Tendo isto em vista, a reconducéo da investigagdo com
outros possiveis substratos merece ser considerada. Ainda assim, o presente

trabalho apresentou uma proposta inédita no modo de investigagdo por
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biocatalisadores para reagGes de halogenagdo, no sentido de que todos os relatos
atualmente disponiveis na litetura sobre as reagdes com HPO s3o referentes a
experimentos realizados com enzimas isoladas ou com extratos enzimaticos.
Ensaios iniciais de triagem para biocatalisadores utilizando mais de um
substrato, simultaneamente, foram introduzidos durante a investigagdo de BVMOs,
como uma proposta de otimizagdo das reagbes de triagem tradicionais. Neste
contexto, a utilizacdo de substratos como metil-cicloexanonas proporcionou a
detecgéo de BVMOs em G. candidum CCT 1205, R. glutinis CCT 2182 e R. minuta
CCT 1751, embora somente em G. candidum a atividade tenha sido razoavelmente
expressiva (¢ 60 — 90%; ee, 19 - 94%, R). Posteriormente, a visdo de prospeccao de
biocatalisadores uteis & sintese organica foi amadurecida, evoluindo a triagens de
alto desempenho. A adaptagdo das reagdes de biotransformacgao a microplacas
possibilitou a implementacdo de ensaios com substratos fluorogénicos. Neste
sentido, em um curto espago de tempo (< 30 dias), o trabalho realizado proporcionou
a detecgao inedita de EHs e BVMOs em diferentes espécies microbianas, como
Agrobacterium tumefaciens, Pichia stipitis e Trichosporon cutaneum. Os resultados
obtidos abriram um grande leque de perspectivas para estudos futuros, relacionados
tanto a otimizagdo dos ensaios de alto desempenho quanto ao isolamento,
caracterizagdo quimica, clonagem e expressdo das enzimas responsaveis pelas

biotransformacgdes observadas.

94



Parte Experimental

5. Experimental

Nas paginas seguintes, ap0s consideragbes gerais (item 5.1), as trés partes
do presente trabalho sdo apresentadas separadamente a partir de um fluxograma
que visa proporcionar ao leitor uma visdo abrangente da abordagem experimental
realizada. Assim, o primeiro destes fluxogramas resume as etapas de prospeccao de
antibidticos (Capitulo 1), o segundo e o terceiro fluxogramas resumem os
procedimentos de prospecgdo de haloperoxidades e de Baeyer-Villiger
monoxigenases (Capitulo 2) e o quarto fluxograma, arrematando o presente
trabalho, resume os experimentos realizados para implementacgéo de triagem de alto
desempenho para deteccdo de biocatalisadores em microrganismos (Capitulo 3).
Em continuagéo o leitor encontrara em anexo os espectros de RMN representativos

das substancias isoladas ou sintetizadas.

5.1. Consideragoes gerais

e As abelhas Trigona sp. mencionadas no presente foram capturadas na
Fazenda Santa Elisa, IAC, Campinas, pelo Dr. Volker Bittrich, do Instituto de
Biologia, UNICAMP. O isolamento de fungos filamentosos do corpo destes insetos
foi realizado pela Dr?. Regina A. C. Golgalves, da Universidade Estadual de Maringa,
PR. A identificagdo das linhagens isoladas foi realizada por Ana Paula M. Zibordi, na
época vinculada a Fundagdo André Tosello, Campinas, SP. Amostras puras das 15
linhagens isoladas foram depositadas na Colegdo de Culturas Tropical (CCT), da
Fundagdo André Tosello, sob as seguintes inscricdes: Aspergillus sp. CCT 5660,
Aspergiflus niger CCT 5559, Curvularia sp. CCT 5629, Curvularia lunata CCT 5628,
Curvularia eragrostidis CCT 5634, Curvularia pallescens CCT 5654, Drechslera
dematioidea CCT 5631, Drechslera halodes CCT 5636, Nodulisporium sp. CCT
5552, Trichoderma sp. CCT 5551, fungo CCT 5630, fungo CCT 5632, fungo CCT
5635, fungo CCT 5553 e fungo CCT 5661. Estes ultimos foram posteriormente
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caracterizados ao nivel genérico, por Ana Paula M. Zibordi, e depositadas na
Colegéo Brasileira de Microrganismos Ambientais e industriais (CBMAL, CPQBA,
UNICAMP, sob as seguintes inscrigSes: Penicillium sp. CBMAI 0208 (fungo CCT
5632), Penicillium sp. CBMAI 0209 (fungo CCT 5635) e Cladosporium sp. (fungo
CCT 5661). Os fungos CCT 5630 e CCT 5553 continuam a ser avaliados.

* As linhagens de actinomicetos (LS044 e LS045) utilizadas foram isoladas de
solos contaminados com organoclorados, identificadas e gentilmente cedidas pelos
Dr®. Lara Sette e Gilson Paulo Manfio.

* As cepas de Archea (1-15, 2-15 e 6-10) utilizadas foram isoladas de salinas
do Rio Grande do Norte e gentiimente cedidas pelo Dr. Savio Farias, da
Universidade Federal da Paraiba.

» Todos os demais microrganismos estudados foram adquiridos junto a
Colegdo de Culturas Tropical, Fundagéo André Tosello, Campinas,SP.

* Os meios de cultura utilizados para estocagem, ativagéo e crescimento das
cepas microbianas foram preparados com H,O destilada, segundo as instrugdes do
fabricante (Merck, Darmstadt, Alemanha), sendo feito o acréscimo de 2% {p/v) de
agar para meios solidos. Bactérias: extrato nutriente (8 g.L™"), fungos: extrato de
malte (20 g.L™"), leveduras: extrato de levedura e malte: extrato de levedura (3 g.Ll™,
extrato de malte (3 g.L™"), peptona (5 g.L™"), glicose (10 g.L™"), actinomicetos: farelo
de aveia (20 g.L™") e archeas (meio hipert6nico): glicose (2 g.L'"), peptona (2 gL™,
caseina hidrolisada (2 g.L'1), amido (2 g.L™"), KzHPO, (1.2 gL ™, MgS0,.7H,0 (0,2
g.L™"), NaCl (100 g.L™"). Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave
(121°C, 15 min).

» Em todos os experimentos, amostras Controle (isentas de inoculo) foram
preparadas e analisadas segundo o protocolo de preparagdo € analise das amostras
inoculadas.

* Os reagentes e solventes utilizados foram produtos analiticamente puros.

* As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em silicagel

60 F2s4 em folhas de aluminio (Merck art. 1.05554, Darmstadt, Alemanha).
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« Como reveladores cromatograficos foram utilizados a irradiagédo UV (L = 254
e 365 nm) e a borrifacdo com de p-anisaldeido - acido acético glacial — acido
sulfirico concentrado (1:20:1, v/viv), seguida de aguecimento.

» As cromatografias flash em coluna foram realizadas com silicaget 60 (230 -
400 mesh, Merck) e gradiente de eluicdo. As fragdes coletadas foram comparadas
por CCD e agrupadas por perfil de semelhanga.

» As analises por Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo (CGAR) acoplada
a Espectrometria de Massas (EM) foram realizadas em cromatografo Agilent 6890
equipado com coluna capilar de silica fundida HP-5 (30 m x 0,25 mm; 0,25 pm, 5%
fenil-metilsilicone) e detetor de massas HP-5973 (ionizagao por impacto de elétrons
de 70 eV). As condigcdes gerais de analise compreederam velocidade do gas
carreador (He): 38 cm.s™, injetor: 280°C, interface: 260°C e varredura de massas de
50 a 700 Da. As rampas de aquecimento variaram, sendo por isto relatadas junto
aos respectivos experimentos.

e A discriminagédo de enantiémeros foi realizada por CGAR em cromatografo
Agilent 6890 equipado com coluna capilar de silica fundida Hamburg heptakis-(2,3-
dimetil-6-penti"™ - ziciogextrina (25 m x 0,25 mm; 0,25 um) e detector por ionizagéo
em chama. As condi¢gdes gerais de analise compreederam velocidade do gas
carreador (H): 50 cm.s™, injetor; 220°C e detector: 250°C. As rampas de
aquecimento variaram, sendo por isto relatadas junto aos respectivos experimentos.

s Os excessos enantioméricos foram calculados apds determinagdo das
condicbes cromatograficas adequadas para a resolucdo dos enantidmeros de

misturas racémicas padrdo. Resumidamente, o calculo foi realizado da seguinte

forma:

area (+)—area(-) X 100

area (+) + area (-)
onde, drea (+) corresponde a area cromatografica do isdmero dextrogero e adrea (-) a

area cromatografica do isdmero levogero.
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*» Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de
'H) foram adquiridos em espectrémetro Varian — INOVA 500 (11 Tesla) ou GEMINI
(7 Tesla). Os deslocamentos quimicos (&) foram registrados em ppm, as constantes
de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais foram caracterizados
como: s (singleto), s/ (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), ddd (duplo
duplo dubleto), g (quintupleto) e m (multipleto).

 Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN de ®C)
foram adquiridos em espectrédmetro Varian — INOVA 500 (11 Tesla) ou GEMINI (7
Tesla). Os deslocamentos quimicos (4) foram registrados em ppm, sendo os sinais
correspondentes a CH3, CH,, CH e C discriminados por experimentos de DEPT 135°
e DEPT 90° (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer).

» Experimentos utilizando as técnicas de RMN 2D COSY (homonuclear
COrrelation SpectroscopY) e HSQC (Heteronuclear Single Quantun Coherence)
também foram realizados.

» No que diz respeito aos experimentos para implentagédo de triagem de alto
desempenho baseada em fluorescéncia, & excegso dos meios de cultura, as demais
solugdes ou suspensdes aquosas foram preparadas com H.O MilliQ-deionizada. Os
seguintes reagentes e substancias padrdo foram gentilmente cedidos pelo Dr. J.-L.
Reymond: dlcool desidrogenase de figado de cavalo (HLADH, Fluka), NAD" (Fluka),
3-hidroxi-propil umbeliferil éter (3.11) e 3.4-diidroxi-butil umbeliferil &ter (3.5). Os
epoxidos padréo 3.4 e 3.12, bem como o éster 3.10 foram sintetisados e cedidos
pela doutoranda Lu Shi Chen (Depto. Quimica Organica, IQ/UNICAMP, Prof®. Anita
Jocelyne Marsaioli).
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5.2. Prospeccao de compostos antimicrobianos

Fluxegrama 1. Procedimento experimental geral.

Fungos isolados de abelha:

CCT 5553, Fungo CCT 5630, Aspergilius sp. CBMAI

Aspergilius niger CCT 5659, Curvularia sp. CCT 5829, Curvularia
eragrostidis CCT 5634, Curvularia lunata CCT 5628, Curvuiaria pallescens
CCT 5854, Drechsiera dematioidea CCT 5631, Drechslera halodes CCT
5638, Trichoderma sp. CCT 5551, Nodulisporium sp. CCT 5552, Fungo

0207, Cladosporium

sp. CBMAI 0210, Penicillium sp. CBMAI 0208, Penicillium sp. CBMAI 0209

{ 1. Cultivo em condigBes olimizadas {farelo de milho, 29°C, 14 dias)
“. 2. Extragao {AcOEt-MeOH, 1:1, 50 mi, 3 x}

\ :
i Extratos em AcOEt %

¥ 3. Triagem qualitativa para compostos antimicrabianos

Bioautografia
¥ Y
l Extratos sem Extratos com compostos antimicrobiancs
compostos C. eragrostidis (5634), C. pallescens (5654), D.
antimicrobianos dematioidea (5631), Penicillium sp. (0208),
1 Penicillium sp. {0209), Cladorporium sp. (0210) e

Fungo (5553)

A
CCDP

4. Amostragem das fra¢des ativas

5. Triagem quantitativa para compostos antimicrebianos

CIM
Y
CIMB_ suptitis>100 pg.mi-* ‘ { CMg, subfilis<100 pg.mi”" \
&. Isolamento compastos antimicrobianos

C. eragrosfidis C. pallescens D. dematioidea |

|

Desidrocurvularina® Desidrocurvularina* ‘ : - '_
(0,15 mg/g extrato) (0,26 mg/g extrato) ' | Coclioquinona A

"0 analogo saturado, curvularina, tambem foi isolado (0,19 mg/g extrate, C.
eragrostidis; 0,22 mg/g extrato, C. pallescens) embora nio dete¢tado por meio
dos ensaios antimicrebianos.

Amostras dos compostos isolados foram enviadas as Faculdades de Ciéncias
Farmacéuticas e de Medicina de Ribeirdo Preto (USF) para testes contra
Tripanossoma cruzi e Mycobacterium tubercuiosis.

(0.4 mg/g extrato)

y Acetiagao

Isococliogquinona A
(0,5 mg/g extrato)
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5.2.1. Preparacgao de extratos

5.2.1.1. Culturas em extrato de malte

Os fungos foram reativados em tubos de ensaio (18 x 180 mm) contendo 20
mL de extrato de malte-agar (20 g.L™"), a 29°C. Apos 72 h, as culturas foram
transferida para frascos de 500 mL contendo 100 mL de extrato de malte (20 g.L. ™",
os guais foram incubados por 14 dias, a 29°C, sem agitagdo, no escuro. As culturas
foram filtradas e os filtrados foram extraidos com AcOEt (1:0,5, v/iv, 3 x). As fases
orgéanicas foram combinadas, acrescidas de Na,SO, anidro, filtradas e concentradas

sob pressao reduzida, a 40-50°C .

5.2.1.2. Culturas em milho ou arroz

Os fungos foram reativados em extrato de malte-dgar como descrito
previamente (item 1.5.2.1). Apés 72 h, amostras de aproximadamente 1 cm?® das
respectivas culturas foram transferidas para frascos de 125 mL contendo 10 g de
farelo de miho (Yoki®) ou 10 g de arroz polidoe (Tio Joéo®), previamente
autoclavados em 30 mL de H,O destilada. As culturas foram incubadas a 28°C, no
escuro, por 14 ou 28 dias. Quantidade suficiente de MeOH-AcOEt (1:1) para cobrir a
biomassa desenvolvida foi adicionado as culturas. As partes foram misturadas e
mantidas em repouso por 30 min. As misturas foram filtradas e os filirados foram
concentrados sob pressédo reduzida até maxima evaporagdo dos solventes
organicos. As solugbes aquosas remanescentes foram extraidas com AcOEt (1:1,
viv, 3 x). As fases organicas foram combinadas, acrescidas de Na,SO, anidro,

filiradas e concentradas sob presséo reduzida, a 40-50°C.
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5.2.2. Avaliagao da atividade antimicrobiana

5.2.2.1. Bioautografia

Com amostras dos extratos das culturas fungicas foram preparadas solugdes
de concentragao conhecida. Aliquotas destas solugdes (180 ug) foram puntualmente
aplicadas em placas de CCD (5 x 5 cm), as quais foram a seguir eluidas com Hex-
AcOEt (7:3) ou Hex-AcOEt (1:1). Ap6s completa evaporagao do solvente, as placas
cromatograficas foram transferidas para placas de Petri esterilizadas, sobre as quais
foi vertido 20 mL de Muller Hinton-agar (10 g.L™) acrescido em 1% (viv) de indculo
(108 células.mL™) do microrganismo indicador (Aspergillus niger CCT 1435, Bacillus
subtilis CCT 0089, Candida albicans CCT 0776, Escherichia coli CCT 5050 e
Staphylococcus aureus CCT 4295). Iniciada a solidificagdo do meio, as placas foram
tampadas e incubadas a 29°C, por 24 h. Os Rs dos compostos bioativos foram
apresentados como manchas claras sobre um fundo azul escuro apos a inundagédo
das placas com 15 mL de agar simples (10 g.L™") acrescido em 0,05% de brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT; Sigma).

5.2.2.2. Concentragéo inibitoria minima (CIM)

As fragbes bioativas selecionadas por bioautografia (ou compostos
posteriormente purificados) foram pesados em tubos de ensaio 10 x 150 mm
esterilizado, acrescidos de 200 plL de DMSOQ e dispersados em 800 pt de HZO
destilada esterilizada. Com 100 ul destas solugtes foram realizadas séries de 6
diluicées duplas em microplacas esterilizadas. A seguir, 100 uL do meio de cultura
(Muller Hinton-agar, 10 g.L™"), a ~45°C, acrescido em 1% (v/v) de inbculo ativado
(10° células/mL) do microrganismo indicador (B. subtifis CCT 0089; S. aureus CCT
4295) foi adicionado as solugbes. Em cada série, a concentragéo das fragbes variou
de 1.000 a 31,2 ug.mL™, Um controle negativo foi preparado com o meio de cultura,

DMSO e inocuio. Um controle positivo foi preparado com o meio de cultura, DMSO,
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indculo e cloranfenicol ou ciclopiroxolamina. As placas foram incubadas a 29°C, por
24 h. Os resultados foram observados apos adicdo de 50 uL de solugdo estéril de
MTT 0,05% a superficie das microculturas. A menor concentracio capaz de inibir o
desenvolvimento dos microrganismos foi considerada a CIM dos compostos ou

fragdes.

5.2.3. Isolamento de substiancias antimicrobianas de D. dematioidea

5.2.3.1. Coclioquinona A (1.5)

O extrato de AcOEt (650 mg) da cultura de D. dematicidea CCT 5631
em farelo milho foi fracionado por cromatografia em coluna (20 x 2,5 ¢cm) de silicagel
60 (230 - 400 mesh, 25 g) sob gradiente de eluigdo (Hex-AcOEt, 100-0%/0-100%).
As substancias antimicrobianas (R¢ = 0,4 — 0,5, CCD/Hex-AcOEt 7:3) coeluiram em
uma unica fragdo (215 mg). Uma aliquota deste material (114 mg) foi submetida a
CCDP-AgNQO; (5%) (Benzeno-AcOEt 9:1, 3 x), proporcionando o isolamento de
coclioguinona A (1.5): sélido amarelo (0,4 mg.g' de extrato de AcOEt da cultura).
[a]®p + 71° (¢ 1,0 mg.mL", EtOH), lit. []o®* +140° (c 0,1, EtOH). RMN de 'H
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(300,068 MHz, CDCl; érvs = 0,00 ppm) 66,54 (s, 1 H, H-11), 5,02 (dd, 1 H, J = 7.1:
5.4, H-4), 4,94 (dd, 1 H, J =10,0; 1,1, H-12), 3,78 (dd, 1 H, J = 1,46, OH-12), 3,26
(dd, 1H, J=12,5;2,6,H-21),3,30 - 3,14 (m, 1 H, H-5), 3,17 (dd, 1 H, J = 12,3: 4.2,
H-17), 1,99 (s, 3 H, CH2-30), 1,33 (s, 3 H, CH3-26), 1,19 (s, 3 H, CH3-23), 1,17 (s, 3
H, CH3-24),1,15(d, 3 H, /= 6,9, CHz-27), 1,02 (s, 3 H, CH3-25), 0,89 (t, 3H, /= 6.4,
CHs-1). RMN de ™°C (75,425 MHz, CDCl3, &oeis = 77,0 ppm) & 188,5 (C-10), 181,4
(C-7), 1704 (C-29), 151,4 (C-81), 148,3 (C-6), 133,6 (C-11), 188,8 (C-9), 85,0 (C-
21), 83,7 (C-17), 83,1 (C-14), 78,3 (C-4), 71,8 (C-22), 63,1 (C-12), 51,7 (C-13), 38,6
(C-19), 37,5 (C-15), 36,3 (C-3), 36,8 (C-18), 34,4 (C-5), 26,4 (C-2), 26,1 (C-24), 25,3
(C-16), 23,8 (C-23), 21,6 (C-20), 21,1 (C-26), 20,9 (C-30), 17,5 (C-27), 13,4 (C-28),
12,8 (C-25), 11,5 (C-1). EMAR m/z (%) 532 (M", 61), 472 (56), 457 (100), 331 (48),
179 (29).

5.2.3.2. Isococlioquinona A (1.6)

O extrato de AcOEt (500 mg) da cultura de D. dematioidea CCT 5631
em farelo milho foi fracionado por cromatografia em coluna (20 x 2,5 cm} de silicagel
60 (230 — 400 mesh, 25 g) sob gradiente de eluigdo (Hex-AcOEt, 100-0%/0-100%).

Os compostos bioativos coeluiram em uma Unica fragéo (164 mg). A uma aliquota
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(129 mg) deste material foi adicionado 5 mL de anidrido acético destilado e 3 mL de
piridina. A mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 14 h. Ao
meio reacional foi adicionado 10 mL de solugao saturada de sulfato cuproso (CuS0O,)
e AcOEt para extrago (v/v, 3 x). As fases organicas foram reunidas, acrescidas de
NazSO,, filtradas e concentradas em rotavapor até a obtengé&o de um extrato
residual (86 mg). O fracionamento deste Gltimo por cromatografia flash em coluna
(15 x 1,0 cm) de silicagel 60 (10 g) sob gradiente de eluigdo (Hex-AcOEt, 100-0%/0-
100%} proporcionou o isolamento do derivado diacetilado da isococlioquinona A
(1.6): oleo amarelo (0,5 mg.g™ de extrato de AcOEt da cultura). [u]? + 51° (¢ 1,5
mg.mL™", EtOH), lit. (produto natural ndo acetilado): [o]?p +65° (c 0,1, EtOH). RMN
de "H (499,882 MHz, CDCls, 6rys = 0,00 ppm) 66,61 (s, 1 H, H-11), 5,09 (dd, 1 H, H-
4),332(qtd, 1 H, J=74,H-5),3,23(dd, 1 H, J = 12,0; 2.4, H-21), 3,11 (dd, 1 H, J =
11,7, 3,5, H-17), 2,65 (s, 1 H, H-13, 2,64 — 2,58 (m, 1 H, H-19a), 2,36 (s, 3 H, CHs-
32), 2,33 (s, 3 H, CH3-34), 2,20 — 1,98 (m, 2 H, H-15), 1,99 (s, 3 H, CH3-30), 1,78 —
1,73 (m, 2 H, H-20), 1,68 - 1,74 (m, 1 H, H-16a), 1,68 — 1,62 (m, 1 H, H-3), 1,62 —
1,58 (m, 1 H, H-16b), 1,41 (s, 3 H, CH3-26), 1,24 - 1,22 (m, 1 H, H-19b), 1,19 (s, 3 H,
CH3-23), 1,18 (s, 3 H, CH3-24), 1,18 (d, 3 H, J = 7,0; CH3-27), 1,16 -1,12 (m, 2 H, H-
2),1,09 (s, 3 H, CH325),092(t,3H, J=74 CHs-1), 0,90 (d, 3 H, J = 6,7; CH3-28).
RMN de *C (125,695 MHz, CDCl;, épeis = 77,0 ppm) 8 180,2 (C-12), 170,5 (C-29),
169,5 (C-31), 168,0 (C-33), 151,1 (C-10), 1464 (C-8), 143,3 (C-6), 135,8 (C-7),
113,8 (C-11), 113,6 (C-9), 85,5 (C-21), 83,5 (C-17), 83,1 (C-14), 78,2 (C-4), 71,9 (C-
22), 60,4 (C-13), 37,4 (C-15), 36,9 (C-19), 36,2 (C-3), 35,2 (C-18), 34,4 (C-5), 26,5
(C-2), 25,9 (C-24), 24,8 (C-16), 23,6 (C-23), 21,3 (C-20), 21,2 (C-26), 21,1 (C-32),
20,6 (C-30), 20,3 (C-34), 17,8 (C-27), 13,1 (C-28), 12,2 (C-25), 11,5 (C-1). EM (i.e.
70 eV, derivado acetilado) m/z (%) 616 (M™, 0), 601 (1), 574 (10), 532 (100), 472
(60), 457 (85), 179 (34).
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5.2.4. Isolamento de substancias antimicrobianas de Curvularia

5.2.4.1. E-desidrocurvularina (1.7) e curvularina (1.8)

Os extratos de AcOEt (500 mg) das culturas de C. eragrostidis CCT 5634 e de
C. pallescens CCT 5654 em farelo de milho foram fracionados por cromatografia
flash em coluna (40 x 2,5 cm) de silicagel 60 (25 g) por gradiente de eluicdo {Hex-
AcOEt, 100-0%/0-100%). As fragbes as quais sob luz UV.ss apresentaram
constituintes escuros em torno de R¢= 0,5 (CCD/Hex-AcOFEt 1:1) foram reunidas e
purificadas por CCDP (Hex-AcOEt, 1:1, 2 x) para fomecer as substancias E-

desidrocurvularina (1.7} e curvularina (1.8).

E-Desidrocurvularina (1.7): cristais incolores (C. eragrostidis: 0,15 mg.g~ de
extrato de AcOEt da cultura, C. paflescens : 0,26 mg.g" de extrato de AcOEt da
cultura). [a]*s - 78° (¢ 3,0, EtOH), Iit.3' [o]o? - 66° (¢ 1,8, EtOH). CD (MeOH) ACwuax
=-2,68 (295 nm, ¢ 1.7 x 10 mol.L™"). RMN de "H (499,882 MHz, CDCls, Srs = 0,00
ppm) & 12,38 (sl, 1 H, Ar-OH), 9,48 (sl, 1 H, Ar-OH), 6,76 (d, 1 H, J = 15,4, H-9),
6,55 (ddd, 1 H, J=15/4; 8,6; 4,9, H-8),6,34 (d, 1 H, J = 2.5, H-12),6,29 (d, 1 H, J =
2,5, H-14), 4,91 - 484 (m, 1 H, H-4), 4,06 (d, 1 H, J = 17,8, H-1a), 3,59 (d, 1 H, J =
17,6, H-1b), 2,55 - 2,45 (m, 2 H, H-7), 2,40 — 2,30 (m, 2 H, H-7"), 2,05 - 1,95 (m, 1 H,
H-6), 1,85-1,87 (m, 1 H, H-5), 1,85—-1,70 (m, 1 H, H-6'), 1,70 — 1,60 (m, 1 H, H-5"),
1,25 (d, 3 H, J = 6,6, Me). RMN de "C (125,695 MHz, CDCls, &epeps = 77,0 ppm) &
187,2 (C-10), 171,2 (C-2), 165,8 (C-13), 163,0 (C-13), 149,6 (C-8), 139,2 (C-15),
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132.,5 (C-9), 115,5 (C-18), 113,6 (C-12), 102,8 (C-14), 72,8 (C-4), 43,6 (C-1), 34,6
(C-5), 33,0 (C-7), 24,8 (C-6), 20,2 (C-17). EM (i.e. 70 eV, derivado sililado) m/z (%)
434 (M*, 6), 419 (64), 321 (100), 73 (28).

Curvularina (1.8): cristais incolores (C. eragrostidis: 0,19 mg.g’ de
extrato de AcOEt da cultura; C. palfescens: 0,22 mg.g” do extrato de AcOEt da
cultura). [e]®p - 47° (¢ 2,0 EtOH), 1it.*® [o]*° — 34° (¢ 2,0, EtOH). CD (MeOH) A€yax
= 3,77 (326 nm, ¢ 1,7 x 107 mol.L™), 1it*® A€yax = - 2,77 (326 nm)]. RMN de 'H
(300,068 MHz, CD30OD, &psop = 3,3 ppm) 8: 9,18 (sl, 1 H, Ar-OH), 8,77 (sl, 1 H, Ar-
OH), 6,37 (d, 1 H, J=2,5, H-12), 6,33 (d, 1 H, J = 2,5, H-14), 5,00 - 4,80 (m, 1 H, H-
4),3,77 (d, 1 H, J =154, H-1a), 3,68 (d, 1 H, J = 15,4, H-1b), 3,08 (ddd, 1 H, J=2.9;
8.5; 15,5, H-9), 2,74 (ddd, 1 H, J = 2,9; 9,5; 15,5 H-9'), 1,81-1,23 (m, 8 H, H-8, H-7,
H-6, e H-5), 1,10 (d, 3 H, J = 6,5, Me). RMN de °C (125,696 MHz, CD30D, &p3op =
49 ppm) &: 206,1 (C-10), 170,4 (C-2), 159,5 (C-13), 157,6 (C-11), 136,3 (C-15), 120,7
(C-16), 111,6 (C-14), 101,89 (C-12), 71,9 (C-4), 43,3 (C-9), 39,1 (C-1), 32,2 (C-5),
26,8 (C-7), 23,9 (C-6), 22,8 (C-8), 19,9 (C-17). EM (i.e. 70 eV, derivado sililado) m/z
(%) 436 (M™, 1), 421 (1), 339 (13), 323 (15), 295 (46), 73 (100).
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5.3. Prospeccdo de biocatalisadores: haloperoxidases.

Fluxograma 2. Procedimento experimental geral.

Triagem para haloperoxidases
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5.3.1. Sintese de haloidrinas padrao

As reacgles foram realizadas com N-bromosuccinimida (NBS), de acordo com
Guss e Rosenthal.

"1* Adaptagdes foram introduzidas em relagao a temperatura da reagéo.

2.3.1.1. trans-2-bromo-1-indanol (2.10/2.11)

OH
-

=

o

(2.10/2.11)

A uma suspensdo de NBS (1,6 g, 9 mmol} em H,O destilada (30 mL), sob
agitagdo, a 10°C, foram adicionados 2 mL de 2.6 (17 mmol). Ao final de 30 min, a
reagdo foi interrompida por meio de extragdo com AcOEt (viv, 3 x). As fases
orgénicas foram combinadas, secas com Na,SO, (anidro} e concentradas sob
pressdo reduzida. Posterior purificagdo por cromatografia flash em coluna de
silicagel 60 e gradiente de eluigdo (Hex-AcOEt) forneceu 2.10/2.11 (sdlido amarelo
palido, 0,6 mmol; 6%): RMN de "H (300,067 MHz, CDCls, rus = 0,00 ppm) 67,37 (1,
TH J=42 H5),722(d, 1H,J=42,H-7),7,20 (d, 1 H, J= 4,2, H4), 7,17 (t, 1 H,
J=42,H-6),522(d, 1H, J=54,H-1),423 (ddd, 1 H, J=7,3:7,3: 5.8, H-2), 3,54
(dd, 1 H, J=16,3; 7,3, H-3a), 3,16 (dd, 1 H, J = 16,3; 7,3, H-3b). RMN de *°C (75,45
MHz, CDCls, &pciz = 77,0 ppm) 6 143,1 (C-9), 139,6 (C-8), 128,2 (CH), 1271 (CH),
124.4 (CH), 124,2 (CH), 81,8 (C-1), 55,9 (C-2), 40,1 (C-3). EM (i.e. 70 eV) m/iz (%)
214 (M +2,9), 212 (M™, 12), 133 (100), 115 (25), 103 (16), 77 (22). Iit.""
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5.3.1.2. cis-2-bromo-1-indanol (2.10/2.11)

(2.12/2.13)

A uma solugdo de 2.10/2.11 em acetona (8,6 mmol:20 mL) foi adicionado
Reagente de Jones, recém preparado (CrO; - H,SO0. cc - H20, 2,6 g: 2,3 g: 10 mL),
até observagdo de uma coloragdo marrom alaranjada persistente. A seguir,
isopropanol foi adicionado lentamente a fim de eliminar o excesso de oxidante (é
possivel observar um sobrenadante incolor e um residuo de tonalidade verde). O
meio reacional foi neutralizado com NaHCOs, filtrado e concentrado sob pressao
reduzida até maxima evaporagdo da acetona. A parte aquosa remanescente foi
extraida com hexano (v/v, 3 x). As fases orgénicas foram combinadas, secas com
Na,S04 (anidro) e concentradas sob pressio reduzida (residuo amarelo = 360 mg).
A uma solugao resfriada (0°C) do produto bruto em metanol (130 mg:2,0 mL) foi
adicionado NaBH; (17 mg, 0,4 mmol). Apds 2 h, o metanol foi evaporado, os
componentes do meio reacional foram suspensos em AcOEt, filtrados e levado a
secura em rotavapor. Posterior cromatografia flash em coluna de silicagel sob
eluigdo isocratica (CH,Cl,) forneceu 2.12/2.13 (sOlido amarelo palido, 75 mg, 0,35
mmol, 57%): RMN de "H (300,067 MHz, CDCl3, drms = 0,00 ppm) 67,44 (d, 1 H, J =
3.7, H-7), 742 (d,1H,J=3,7,H4), 728 (t, 1 H, J =64, H-5), 727 (t, 1H, J=57,
H-6), 4,96 (d, 1H, J=4,6, H-1), (dt, 1 H, J = 4,6; 4,6 H-2), 3,41 (dd, 1 H, J=17; 4,9,
H-3a), 3,34 (dd, 1 H, J = 17; 3,5, H-3b). RMN de "*C (7545 MHz, CDCls, Srpops =
77,0 ppm) & 1415 (C), 139,0 (C), 128,6 (CH), 127,3 (CH), 124,8 (CH), 124,5 (CH),
76,2 (CH-1), 60,7 (CH-2), 40,2 (CH,-3). EM (i.e. 70 eV) m/z (%) 214 (M* + 2, 10),
212 (M™, 15), 133 (100), 115 (22), 103 (5), 77 (10). Iit.""®
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5.3.2. Microrganismos

5.3.2.1. Fungos filamentosos

Os microrganismos foram incubados em extrato de malte-agar, a 29°C, por 72
h. Cerca de 1 cm? das colénias desenvolvidas foram transferidos para frascos
contendo extrato de malte, os quais foram incubados a 29°C, sob agitacao (150
rpm), por 7 dias. Com excegdo das culturas destinadas aos experimentos de
biotransformagdo do indeno adsorvido em resina (XAD-7), as quais foram
preparadas com 100 mL de meio (frascos de 250 mL), o volume de meio utilizados

para as demais culturas foi 50 mL (frascos de 125 mL).

5.3.2.2. Actinomicetos

Os microrganismos foram incubados em placas de aveia (farelo de aveia 4
g.L”, agar 2 gL, H,0), a 29°C, por 96-120 h. Cerca de 2 em? das coldnias
desenvolvidas foram transferidos para frascos (125 mL) com extrato de levedura e

malte (50 mL), os quais foram incubados a 29°C, 150 rpm, por 7 dias.

5.3.2.3. Archeas

Os microrganismos foram incubados em placas de meio hiperténico (ver item
2.2.6.1), a 29°C, por 72 h. Uma algada das colénias desenvolvidas foi transferida
para frascos (250 mL) com meio hiperténico (100 mL), os quais foram incubados a
29°C, a 150 rpm, por 7 dias.

5.3.3. Reagoes de biotransformaciao

5.3.3.1. Procedimento usual

As células obtidas por centrifugagdo (5000 x rcf, 18°C, 20 min) das culturas

em meio liquido foram transferidas para frascos de 250 mlL contendo 50 mL de
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tampéo fosfato de potassio 0,1 M pH 6,5. A estes foi adicionado KBr (0,2 mmol) e o
substrato (0,2 mmol). Apos incubacédo a 28°C, sob agitagdo (150 rpm), aliquotas de
500 ut foram periodicamente retiradas da mistura, extraidas com AcOEt (1:2, viv),

concentradas e analisadas.

5.3.3.2. Substrato em aerossol

Os frascos de cultura foram colocados sobre placas de agitagdo magnética e
aos mesmos foi adicionado KBr (25 mg). Um cilindro de ar sintético foi conectado a
oliva de entrada de um dedo frio (& temperatura ambiente) contendo 2.6/H,0 (1:1,
v/v) até o nivel de contato com o ducto de entrada do fluxo de ar. O aerossol
formado pelo borbulhamento deste ultimo (0,2 L.min™) no substrato foi transferido
aos frascos de cultura por meio da conexdo, a oliva de saida do dedo frio, de uma
canula de silicone contendo uma pipeta Pasteur na extremidade relacionada a
cultura. Aliquotas (500 pL) do meio reacional foram periodicamente retiradas,
extraidas com 1,0 mL de uma solugdo de acetofenona em AcOEt (20 ppm) e
analisadas por CGAR-EM.

5.3.3.3. Substrato adsorvido em resina

As culturas foram adicionados KBr (25 mg) e 100 mg de indeno adsorvidos
em 1,0 g de XAD-7 (preparado pelo Dr. Gelson J. A. da Conceicéo, pés-doutorando
do Instituto de Quimica, Unicamp, sob supervisao do Prof. José Augusto Rosario -
Rodrigues). Os frascos foram incubados a 29°C, 150 rpm. Aliquotas (500 plL) do
meio reacional foram periodicamente retiradas, extraidas com 1,0 mL de uma

solugao de acetofenona em AcOEt (20 ppm) e analisadas por CGAR-EM.
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i

(frascos 125 ml, 150 rpm, 299C, 72 h)

i 3. Adig¢ao simultanea de mais de um substrato

Reagac

Analise de
produtos

4. CGAR-EM

5.4. Prospeccao de biocatalisadores: Baeyer-Villiger
monoxigenases.
Fluxograma 3. Procedimento experimental geral.
Triagem para Baeyer-Villiger monoxigenases
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J P. funiculosum CCT 0490, L
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i complexos
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“Materiais preparados no Departamento de Quimica Organica, 1Q, UNICAMP, peios doutorandos Marcelo Valle

(Prof. Carlos Roque Corréia), Antonio Batista (Prof. Carlos Roque Corréia)

Baptistella), e pela graduanda Valdirene S. Teixeira (Prof. Claudio Herrera).

, Nelson Henrigues (Profa. L (cia

115



Parte Experimental

5.4.1. Sintese de substancias padrio

5.4.1.1. 7-metil-e-caprolactona (2.22-23)

(2.22 - 23)

A uma solucéo resfriada (0°C) de 2-metil-cicloexanona (0,2 mL: 1,8 mmoles)
em diclorometano (10 mL), sob agitagdo, foi adicionado NaHCO; (500 mg; 6,0
mmoles) e, apos 5 min, acido meta-cloroperbenzéico (500 mg; 3,0 mmoles). Apds 12
h, a mistura reacional foi consecutivamente lavada com solugbes saturadas de
NaHCO; (20 mL, 2 x), NaHSO; (20 mL, 2 x) e com H,O destilada (20 mL, 2 x). A
fase organica foi seca com Na,SO, (anidro) e concentrada sob pressdo reduzida.
Posterior purificagdo por cromatografia flash em coluna de silicagel e eluigdo por
gradiente (Hex-AcOEt , 9:1-1:1) forneceu 2.22-23 (6leo incolor, 0,16 mL, 1,4 mmoles,
80%): RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl, Srus = 0,00 ppm) 54,46 — 4,37 (m, 1 H, H-
7}, 2,63 - 2,67 (m, 2 H, H-3), 1,93 - 1,83 (m, 2 H, H-4eq/6eq), 1,64 — 1,50 (m, 1 H, H-
4a6ax), 1,32 (3 H, d, J = 6,48, H-8). RMN de *C (75,45 MHz, CDCls, 6rws = 0,00
ppm) 6 175,3 (C-2), 76,6 (C-7), 36,2 (C-3), 34,9 (C-6), 28,2 (C-4), 22,9 (C-b), 22,5
(C-8). lit."1®
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5.4.1.2. 5-metil-e-caprolactona (2.24-25)

(2.24- 25)

A aplicagio do procedimento experimental descrito no item 2.3.5.2.1. 3 oxidacao da
4-metil-cicloexanona forneceu 2.24-25 (6leo incolor, 70%). RMN de 'H (300,067
MHz, CDCls, érms = 0,00 ppm) 64,28 (dd, 1 H, J = 12,6, 2,2, H-7.,), 4,15 (dd, 1 H, J
= 12,6, 10,6, H-74), 2,72 - 2,56 (m, 2 H, H-3), 1,98-1,69 (m, 3 H, H-4/H-5), 1,56-1,26
(m, 2 H, H-6). RMN de "C (75,45 MHz, CDCls, &ocis = 77,0 ppm) & 175,8 (C-2),
68,1 (CHz-7), 37,3 (CHz-3), 35,3 (CH2-5), 33,2 (CH-6), 30,8 (CH»4), 22,2 (CH3-8).

5.4.1.3. 2-metil-ciclohexanol (2.26-27, 2.28-29)

i

xI
Hlill'e}
I

"
\\\\‘\\\\

(2.26-27) (2.28-29)

A uma solugéo resfriada (0°C) de 2-metil-cicloexanona (500 mg; 4,5 mmoles)
em metanol (10 mL) foi adicionado NaBH,; (170 mg, 4.5 mmol). Apds 2 h sob
agitagdo, o metano! foi evaporado, os componentes do meio reacional foram
suspensos em AcOEY, filtrados e concentrados sob pressido reduzida. Uma mistura
(0,7 : 1,0) dos alcoois 2.26-27 e 2.28-29 foi obtida como um éleo incolor (350 mg,
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~70%): RMN de "H (300,067 MHz, CDCls, &ms = 0,00 ppm) 63,77 (ddd, 1 H, J = 5,2;
2,6; 2,6, H-12.28.20), 3,09 (ddd, 1 H, J = 9,8; 9,8; 4,3, H-126.27), 1,99 — 1,09 (m, 18 H,
H-2-6526.26), 1,00 (d, 3 H, J = 6,6, Mezs6.27), 0,94 (d, 3 H, J = 6,9, Me;2s82¢). RMN de
3¢ (75,45 MHz, CDCls, &cpeiz = 77,0 ppm) 6 76,5 (C-12.26.27); 40,2 (C-2226.27); 35,4
(C-622527); 33,6 — 25,6 — 25,2 (CH2 226.27); 18,5 (C-722627); 71,1 (C-1228.20); 35.8 (C-
22 2829); 32,5 (C-62.28.26); 28,7 — 24,5 — 20,6 (CH2 2.28.20); 16,9 (C-72.28.20). lit.""’

5.4.1.4. 4-metil-ciclohexanol (2.30-31)

OH

7
(2.30-31)

A aplicagdo do procedimento experimental descrito no item 2.3.5.2.3. a
redugdo da 4-metil-cicloexanona forneceu 2.30-31 (6leo incolor, 127 mg; 1.1
mmoles, 25%): RMN de 'H (300,067 MHz, CDCls, &ys = 0,00 ppm} 63,52 (it, 1 H, J
=10,8; 4,3, H-1), 1,98 — 1,88 (m, 2 H, H-2¢4/H-6¢q), 1,74 — 1,65 (m, 2 H, H-25/H-64),
1,40 - 1,18 (m, 3 H, H-4, H-3¢¢/H-5¢3), 1,04 - 0,86 (m, 2 H, H-3,¢/H-54), 0,87 (d, 3 H,
J = 6,59, H-7). RMN de *C (75,45 MHz, CDCl;3 Smus = 77,0 ppm) 6 70,9 (CH-1), 35,6
(CH»>-2/6), 33,4 (CH»-3/5), 31,8 (CH-4), 21,9 (CH3-7).
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5.4.5. Cultivo de microrganismos

5.4.5.1. Archeas

As archeas foram incubadas em meio hipertdnico-agar a 29°C, por 72 h. Uma
alcada das colonias desenvolvidas foi transferida para frascos (150 mL) com meio

hiperténico (50 mL), os quais foram incubados a 29°C, 150 rpm, por 72 h.

5.4.5.2. Bactérias

As bactérias foram incubadas em caldo nutriente-agar a 29°C, 24 h. Uma
algada das col6nias desenvolvidas foi transferida para frascos (150 mL) de caldo

A
nutriente (50 mL), os quais foram incubados a 29°C, 150 rpm, por 72 h.

5.4.5.3. Leveduras

As leveduras foram inoculadas em extrato de levedura-malte e incubadas a
29°C, por 48 h. Uma algada das coldnias desenvolvidas foi transferida para frascos
(150 mL) de extrato de levedura-malte (50 mL), os quais foram incubados a 29°C.
150 rpm, por 72 h.

5.4.5.4. Fungos filamentosos

Os fungos foram incubados em extrato de malte-agar a 29°C, por 72 h. Cerca
de 2 cm? das colénias desenvolvidas foram transferidos para frascos (150 mL) com

extrato de malte (50 mL), os quais foram incubados a 29°C, 150 rpm, por 72 h.

5.4.6. Reac¢des de biotransformag¢iao simultaneas

As reaces foram realizadas com células em crescimento a partir da adicao
simulténea de 2-metil-cicloexanona (2.20) e 4-metil-cicloexanona (2.21) (1:1, 1.2
mg.mL™") as culturas microbianas. Aliquotas (2 mL) do meio reacional foram
periodicamente retiradas, extraidas com 10 mL de uma solugcao de acetofenona em
AcOEt (50 ppm) e analisadas por CGAR-EM.
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5.5. Triagem de alto desempenho

Fluxograma 4. Procedimento experimental geral.

Triagem de alto desempenho baseada em
i fluorescéncia
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3. Montagem de reacdo em microplacas

"Substancia preparada no Departamento de Quimica Crganica, 1Q, UNICAMP, pela doutoranda Lu Shi Chen
(Profa, Anita Joceiyne Marsaiali).
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5.5.1. Sintese de substincias padrdo

5.5.1.1. 4-oxo-pentil-7’-umbeliferil éter (3.9)

5| '4|
8’ 10 A 3'7
5 4 3 1 s
T OTeeg e

T
© (3.9)

A substancia 3.9 foi sintetizado em 3 etapas, respectivamente baseadas em
Ren et al.,'"® Klein e Reymond (1999)'"* e Tsuji et af."*°

Inicialmente (Esquema 3.2), a uma solu¢do de 4-penten-1-ol (430,6 mg, 5
mmo!) em CH,Cl, (5 mL), a 0°C, foi adicionado piridina (791 mg, 10 mmol) e cloreto
de p-toluencsulfonila (1.045 mg, 5 mmol). A mistura reacional foi mantida em
agitagao a temperatura ambiente por 12 h, vertida em solugdo de HCl 5% (10 mL), e
extraida com CH,Cl» (3 x 10 mL). As fases organicas foram combinadas, secas com
MgSO, e concentradas por evaporagdo do solvente. A cromatografia da mistura
bruta em coluna (10 x 2,5 cm) de silicagel (230 —~ 400 mesh) com Hex, até eluigdo
total do acido meta-cloro-perbenzoico remanescente, seguido de Hex-AcOEt (8:2)
forneceu 861,7 mg (3,6 mmol, 72%) do 1-tosilato de 4-pentenila (3.15) como um oleo
incolor: RMN de 'H (300,067 MHz, CDCls, &rws = 0,00 ppm) §7,79 (d, 2 H, J = 8,4,
H-2'/H-6), 7,35 (d, 2 H, J = 8,1, H-3/H-5"), 5,70 (ddt 1 H, J = 17,2, 9,9, 6,6, H-4),
404 ({,2H,J=65 H-1), 246 (s,3H,Me),209(ddd 2 H, J=14,4,73, 1,1, H-3),
1,80 - 1,70 (m, 2 H, H-2). RMN de *C (75,45 MHz, CDCls, &pciz = 77,0 ppm) &
1445 (C-4"), 1415 (C-1’), 136,4 (CH-4), 129,6 (CH-3'/CH-5'), 115,7 (CH»-5), 69,7
(CHz-1), 29,4 (CH,-3), 28,1 (CH»-2), 21,6 (Me).
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Esquema 3.2
TsCl
= {(1eq.) 5 3 1 O\wo‘2'
oSO | = I B i e ‘3
N CH,Cl, 4 2 5%
{1eq) {2 eq.) 3.15 (72%?

Posteriormente (Esquema 3.3), 3.15 (840 mg, 3,5 mmol) foi lentamente
adicionado a uma mistura de umbeliferona (570 mg, 3,5 mmol) e NaH (400 mg de
suspensao a 60% em oleo mineral, 10 mmol) em DMF (15 mL). A mistura reacional
foi mantida em agitagdo a temperatura ambiente por 24 h, diluida com AcOEt e
lavada sucessivamente com agua e solugdo de NaOH 5%. A secagem da fase
organica com MgSQy, seguida da evaporag¢do do solvente forneceu uma mistura
bruta de coloragéo amarelo-pardo cuja purificagdo por cromatografia em coluna de
silicagel (10 x 2,5 cm) utilizando gradiente Hex-AcOEt forneceu 322 mg {1,4 mmol,
40%) do 4-pentenil-7'-ulbeliferil éter (3.16) como um sélido incolor. RMN de 'H
(300,067 MHz, CDCl3, 6rvs = 0,00 ppm) 57,62 (d, 1 H, J = 94, H-4"), 7,35 (d, 1 H, J
=85 H-5),6,82(dd1H,J=85,22,H-6),6,78(d, 1H, 2,2, H-8, 6,22 (d,1H, J=
9.4, H-3), 5,84 (ddt, 2H, /=16,9, 10,3, 6,7, 6,7, H-4), 5,06 (dd 1 H, J= 17.0, 1,8, H-
5a), 5,01 (dd 1 H, J=10,3, 1,8, H-5b), 2,24 (dd, 2 H, J = 14,0, 7.0, H-3), 1,94 — 1,88
(m, 2 H, H-2). RMN de "C (75,45 MHz, CDCls, &ocis = 77,0 ppm) & 1621 (C-27),
161,0 (C-7"), 155,6 (C-9'), 143,2 (CH-4’), 137,2 (CH-4), 128,5 (CH-5'), 1154 (CHx-5),
112,8 (CH-6'), 112,7 (CH-3), 112,3 (C-10), 101,2 (CH-8"), 67,7 (CH2-1), 29,9 (CH>-
3), 28,1 (CHz-2).
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Esquema 3.3
NaH 5 4
= O\\SJ:.'O Beq) 5 3 6' 10 Ty, ¥
- ! 1 '
HO N T O NN N
DMF 4 2 g¥
(1eq.) (leq)
3.16 (40%)

Finalmente (Esquema 3.4), O foi borbulhado em uma mistura de cloreto de
paladio (12,1 mg, 0,07 mmol) e cloreto cuproso (68,3 mg, 0,69 mmol), em DMF-H,0
(6 mL, 7:1). A mistura reacional foi mantida em agitagao a temperatura ambiente até
a solugdo inicialmente negra tornar-se graduaimente verde escura devido a
absorgéo do O.. A olefina 3.16 (160 mg, 0,69 mmol) foi adicionada lentamente e a
mistura foi agitada vigorosamente sob um baldo de O,. Apos 24 h’, a mistura foi
vertida em HCl 5% (10 mL) e extraida com AcOEt (3 x 25 mL). As fases orgénicas
foram combinadas e sucessivamente lavadas com solugdo saturada de bicarbonato
de sodio (50 mL) e solugdo saturada de cloreto de sédio (50 mL). Secagem da fase
organica com MgSO, e posterior evaporagado do solvente forneceu uma mistura bruta
cuja purificagdo por cromatografia flash (Hex-AcOEt, 9:1) em coluna de silicagel (10
x 1,5) forneceu 109,8 mg (0,44 mmol, 64%) do 4-oxo-pentil-7'-ulbeliferil éter (3.9)
como um sélido incolor. RMN de 'H (300,067 MHz, CDCl3, &rms = 0,00 ppm) 67,62
(d, 1H,J=95 H4), 735(d, 1H, J=82, H-5), 6,80 (dd, 1 H, J = 8,2; 2,5, H-6"),
6,76 (d,1H,J=1,8,H-8),6,22(d, 1 H, J= 9,5, H-3'),4,02 (t, 2 H, J = 6,0, H-1), 2,66
t, 2H, J=71,H-3),217 (s, 3 H, H-5), 2,08 (2 H, gt, J = 6,6, H-2). RMN de °C
(75,45 MHz, CDCls, &oeis = 77,0 ppm) § 207,5 (C-4), 161,8 (C-7°), 160,9 (C-2),
195,5 (C-97), 143,2 (CH-4), 128,6 (CH-5'), 112,9 (CH-6"), 112,5 (CH-3'), 12,4 (C-
10°), 101,3 (CH-8"), 67,4 (CH,-1), 39,6 (CH-3), 30,1 (CH2-2), 23,0 (CH3-5). EM (i.e.
70 eV} m/z (%) 246 (M™, 5), 162 (7), 134 (31), 85 (100), 43 (75).
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PdCl,
(0,1 eq.) Esquema 3.4
CuCl, O, o 10! 4 ,
4
S 0 S0 DMF-H,0 07 g 0" S0
(7:1) T\Z/\ 7 1
{1eq.) (3.9) (64%)

5.5.1.2. 3-acetoxi-propil-7’-umbeliferil éter (3.10)

S 4
o) P LN
)J\ 3 1 o
507 7 o g0 N0
4 2 8 10
(3.10)

Conforme descrito pela doutoranda Lu S. Chen, a substancia 3.10 foi
sintetizada em 3 etapas. Inicialmente (Esquema 3.5), a uma solugéo resfriada (0°C)
de 1,3-propanodiol (1,14 g, 15 mmoles) em CHCI; (15 mL) foi adicionado piridina (2,4
mL, 30 mmoles). A seguir, cloreto de p-tolueno sulfonila (2,86 g, 15 mmoles) foi
adicionado lentamente ao baldo de reagdo sob agitagdo constante. Apbs 3 h, a
mistura reacional foi extraida com CH,Ci, (50 mL) e sucessivamente lavada com
solugGes de HCI 5% (10 mL), NaHCO3; 5% (10 mL) e H2O destilada (10 mL). A fase
organica foi seca com Na,;SO, anidro e concentrada em rotavapor. Cromatografia
flash em coluna de silicagel forneceu 1,21 g (5,3 mmoles, 35%) do 3-hidroxi-propil p-
toluenosulfonil éter (3.17) como um éleo incolor. RMN de 'H (300,067 MHz, CDClIs,
drms = 0,00 ppm) 67,79 (d, 2 H, J = 8,1, H-2/H-6"), 7,35 (d, 2 H, J = 8.1, H-3°/H-5),
417 (ddd, 2H, J=6,1,6,1, 2,2, H-1), 3,71 = 3,67 (m, 2 H, H-3), 2,45 (s, 3 H, Me),
2,25 (sl, 1 H, OH), 1,93 - 1,83 (m, 2 H, H-2). RMN de "*C (75,45 MHz, CDCls, &pens
= 77,0 ppm) 6 144,7 (C-4’), 132,7 (C-1"), 129,7 (CH-3'/CH-5"), 127,7 (CH-2°/CH-6"),
67,5 (CHz-3), 58,2 (CH2-1), 31,7 (CHz-2), 21,7 (Me).
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TsCl o Esquema 3.5
Q 2
= (1eq.) 3 1 N ,
HO/\/\OH + | P R — HO/\/\O/S@
N CHCl; 2 .
{1eq.) (2eq.) 3.17 (35%) >

Posteriormente (Esquema 3.6), a uma solugao resfriada (0°C) de 3.17 (1,15 g,
5 mmoles) e piridina (1,5 mL, 17,5 mmoles) em CH,Cl; (6 mL), sob agitagao, foi
adicionado cloreto de acetila (0,69 g, 8,5 mmoles) lentamente. Apos 30 min, éter
etilico (25 mL.) e AcOEt (50 mL) foram adicionados a mistura reacional. A seguir, a
mistura foi sucessivamente lavada com solu¢des de NaHCO; saturada (10 mL, 2 x),
CuS0O4 (10 mL, 3 x), H,O destilada (10 mL) e NaCl saturada (10 mlL). A fase
organica foi seca com Na,SO,4 anidro e concentrada em rotavapor. Cromatografia
flash em coluna de silicagel forneceu 1,20 g (4,4 mmoles, 88%) do 3-acetoxi-propil-
p-toluenosulfonil éter (3.18) como um solido branco. RMN de 'H (300,067 MHz,
CDCls, &rms = 0,00 ppm) §7,79(d,2H, J=8,1,H-22 e H-6'), 7,35 (d, 2 H, J = 8,1, H-
3'e H-5'), 4,16 — 4,05 (m, 4 H, H-1 e H-3), 2,45 (s, 3 H, Me), 2,04 — 1,94 (m, 2 H, H-
2), 1,97 (s, 3 H, H-6). RMN de *C (75,45 MHz, CDCls, &ocis = 77,0 ppm) §170,4 (C-
5), 144,6 (C-4), 132,7 (C-1’), 129,7 (C-3' e C-5), 127,7 (C-2' e C-6"), 143,1 (CH-4"),
66,7 (CH»-3), 60,1 (CHz-1), 28,2 (CH»-2), 21,7 (Me), 20,8 (CH3-6).

Esquema 3.6
AcCl
O‘\S”O (1,7 eq.) 9 3 O\\S’fo 2
P = e ) 3
Y () e Y
N CH,Cl, 67 4 & o
(1eq) (3.5eq.) 3.18 (88%)

Finalmente (Esquema 3.7), a uma suspenséo refrigerada (0°C) de NaH (60%

em parafina, 0,62 g, 12 mmoles) em DMF, sob agitagdo, foi adicionado lentamente
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uma solugao de umbeliferona (0,66 g, 4,1 mmoles) em DMF (24 mL). Apos 30 min,
uma solugdo de 3.18 (1,06 g, 3,9 mmoles) em DMF (10 mL) foi adicionada
lentamente ao meio reacional e a temperatura foi elevada a 60°C. Apos 48 h, o
solvente (DMF) foi removido através de destilacdo & véacuo. A mistura reacional foi
adicionado AcOEt (100 mL) e a suspensao obtida foi lavada com NaOH 5% (10 mL)
e H,0 destilada (10 mL, 2 x), sucessivamente. A fase organica foi seca com Na>SO.
anidro e concentrada em rotavapor. Cromatografia flash em coluna de silicagel
forneceu 0,26 g (1,0 mmol, 26%) do 3-acetoxi-propil umbeliferil éter (3.10) como um
solido levemente amarelado. RMN de "H (300,067 MHz, CDCls, s = 0,00 ppm) &
764(d,1H, J=93,H-4)737(d,1H,J=84,H-5),6,84(dd, 1H, J=84; 24, H-
6),6,80(d,1H,J=24,H-8)625(d, 1 H,J=93, H-3),4,27 (t, 2 H, J = 6,2, H-3),
411 (t,2H, J=6,2, H-1),2,16 (gt, 2 H, J = 6,2, H-2), 2,07 (s, 3 H, H-6). RMN de *C
(75,45 MHz, CDCls, écpciz = 77,0 ppm) 6 170,7 (C-5), 161,7 (C-7"), 160,9 {C-2),
155,6 (C-9'), 143,2 (CH-4"), 128,6 (CH-5"), 113,0 (CH-3’), 112,7 (CH-6"), 112,5 (C-
10"), 101,2 (CH-8’), 64,9 (CHx-1), 60,9 (CH»>-3), 28,4 (CH>-2), 21,0 (CH3-6).

Esquema 3.7

NaH 5 4

/@\/1 j\ O\\S”O 3eq) Q3 T

. 1 ,

-+ /\/\O/ —_—— 2

HO C" 0 o Q OME G)SLO/\/\O ™0 N0
4 g

(1eq) (1eq}
3.10 (26%)

5.5.2. Microrganismos

As leveduras (Pichia kluyeri CCT 3365, Pichia stipitis CCT 2617, Rhodotorula
glutinis CCT 2182, Rhodotorula minuta CCT 1751 e Trichosporon cutaneum CCT
1903), bactérias (Agrobacterium tumefaciens CCT 6515, Citrobacter amalonaticus
CCT 4059, Pseudomonas aeruginosa CCT 1987, Pseudomonas aeruginosa CCT

2738 e Serratia rubidea CCT 5732) e fungos (Geotrichum candidum CCT 1205)
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foram cultivados por 72 h, a 25°C, em frascos eppemdorf de 1,5 mL contendo agar-
YM (leveduras e fungo) e agar-nutriente (bactérias).

As colbnias desenvolvidas foram removidas com o auxilio de uma espatula e
transferidas para um frasco estéril, onde foram pesadas (0 peso obtido foi registrado
como peso Umido). Previamente a realizagdo dos ensaios, foi adicionado as células
quantidade suficiente de solugdo tampdo borato 20 mM pH 8,8 ou de solugdo
tampao fosfato 20 mM pH 6,5 para preparagio de suspensfes a concentracdo de

0,2 mg.mL™.

5.5.3. Avaliagdes preliminares

Todos os experimentos foram montados em microplacas de polipropileno com
96 cavidades e o acompanhamento dos mesmos foi realizado por leitura de
fluorescéncia (item 3.4.7.1.). O aumento dos sinais de fluorescéncia nos sistemas
testados foi relacionado & liberagio de 3.8 no meio reacional. Todos os ensaios

foram realizados em duplicatas.

5.5.3.1. Estabilidade de 3.9 nas condigbes do ensaio

A estabilidade de 3.9 nas condigdes de pH da triagem de Reymond foi
avaliada por meio da leitura dos sinais de fluorescéncia provenientes de uma mistura
composta por 10 uL de uma solugéo de 3.9 a 2 mM em H,O ~ MeCN (1:1) e 190 ul
de solugéo tamp&o borato 20 mM pH 8.8. A estabilidade de 3.9 frente aos demais
reagentes envolvidos na triagem de Reymond foi avaliada por meio da leitura dos
sinais de fluorescéncia provenientes de uma mistura composta por 10 uL de uma
solugdo de 3.9 a 2 mM em H;O — MeCN (1:1) e 190 uL de solugdo tampao borato 20
mM pH 8.8 contendo BSA (2 mg/mL), HLADH (50 ng/mL) e NAD" (1 mM).
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9.5.3.2. Oxidagéo de 3.11 por HLADH/NAD+

A oxidagdo de 3.11 pela enzima HLADH, nas condigbes da triagem de
Reymond, foi avaliada por meio da leitura dos sinais de fiuorescéncia provenientes
de uma mistura composta por 10 pl de uma solugdo de 3.11 a 2 mM em HO —
MeCN (1:1) e 190 uL de solugdo tampao borato 20 mM pH 8.8 contendo BSA (2
mg/mL), HLADH (50 ug/mL) e NAD" (1 mM). Reagbes controle foram realizadas &

semelhanga, retirando a HLADH da composi¢ao da solugdo descrita acima.

5.5.3.3. Concentragao do biocatalisador

A concentragdo adequada de células microbianas para realizagdo do ensaio
fol determinada por meio da leitura dos sinais de fluorescécia provenientes de
misturas compostas por 10 ul. de uma solugdo de 3.5 a 2 mM em H,0 — MeCN (1:1),
80 uL de solugdo tampao borato 20 mM pH 8,8 contendg BSA (4 mg.mL™"), 10 pL de
solugdo aquosa de NalOs a 20 mM e 100 uL de diferentes concentragdes de
Suspensoes de Rhodotorula glutinis CCT 2182 (10 mg.mL™", 2 mg.mL™ e 0,2 mg.mL’
"). ReagGes controle foram realizadas a semelhanga, porém substituindo a

suspensao de células microbianas por solugdo tampao.

5.5.4. Triagem para epéxido-hidrolases

As reacGes foram realizadas em microplacas de polipropileno com 96
cavidades. A 10 uL das solugdes dos substratos 3.4 e 3.12 a 2 mM (H,O — MeCN,
1:1) foram adicionados 80 pl de uma solugdo de BSA a 40 mg.mL" em tampdo
borato 20 mM pH 8,8 e 100 ul das suspensdes de células microbianas a 0,2 mg.mL"
" em solugéo tamp&o (borato 20 mM pH 8,8). Finalmente foram adicionados 10 ubl

de uma solugéo aguosa de NalQ, a 20 mM.

130



Parte Experimental

3.5.5. Triagem para Baeyer-Villiger-monoxigenases

As reagbes foram realizadas em microplacas de polipropileno com 96
cavidades. A 10 pl. de uma solucdo do substrato 3.9 a 2 mM (H20 — MeCN, 1:1)
foram adicionados, sucessivamente, 90 uL de uma mistura de BSA (4 mg.mL™,
HLADH (100 ug.mL") e NAD* (2mM) em solugédo tampao borato 20 mM pH 8,8 e

100 pL das suspensdes de células microbianas a 0.2 mg.mL™" em solugdo tampao
(borato 20 mM pH 8,8).

5.5.6. Acompanhamento das reagdes

5.5.6.1. Medidas de fluorescéncia

O acompanhamento das reagdes de biotransformagéo foi realizado por meio
de um leitor de fluorescéncia (Cytofluor-ii, Perseptive Biosystems) utilizando filtros
de Lex 360 + 20 nm e hem 460 + 20 nm.

9.5.6.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Complementarmente, os produtos das reagbes de biotransformacgdo foram
analisados por CLAE (Shimadzu SCL-10AVP), em coluna Chromolith Speed Rod
RP-18e 5.0 - 4.6 mm (Merck), utilizando gradiente de 100%A a 100%8B (A = H20 +
0,1% acido triflucroacético e B = 60% MeCN + 40%A), a 3 mL.min™'. Os produtos

derivados de umbeliferona foram seletivamente detectados a 320 nm.
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Figura 5.1. Espectro de RMN de 'H (300,068 MHz, CDCls, &rws = 0,00 ppm) de 1.5
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Figura 5.3. Espectro de RMN de 'H (300,068 MHz, CDCl;, drys = 0,00 ppm) de 1.6
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Figura 5.17. Espectro de RMN de "H (300,068 MHz, CDCls, &rvs = 0,00 ppm) de 2.24/2.25
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Figura 5.21. Espectro de RMN de 'H (300,068 MHz, CDCls, orms = 0,00 ppm) de 2.26/2.27
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