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Resumo

Estima-se que o corpo humano que contém cerca de 10 trilhdes de células seja
portador de aproximadamente 100 trilhées de micro-organismos. Fatores ambientais
como temperatura, umidade e exposicéo a luz, além de fatores do hospedeiro, como
género, gendtipo, status imune e uso de cosméticos, podem afetar a composicao e a
distribuicdo microbiana da pele. InUmeras pesquisas indicam que a microbiota
desempenha um papel importante no sistema imune da pele. Contudo, pouco é
conhecido sobre os conjuntos de espécies presentes em amostras cutaneas bem como
suas atividades enzimaticas. Esta tese visou realizar o estudo do potencial enzimatico
da microbiota da pele humana, vinculando este potencial as principais reacdes de
degradacao de formulagbes de cosméticos, mais especificamente, insumos de
fragrancias. O recrutamento dos voluntarios levou em conta parametros como idade,
sexo e fototipo de pele. As principais atividades enziméticas das microbiotas coletadas
foram avaliadas através de técnicas de triagem de alto desempenho, a fim de detectar
proteases, lipases, amilases, esterases, epdxido hidrolases e mono-oxigenases, num
total de 2.160 experimentos. Através dos resultados obtidos das triagens enzimaticas,
algumas amostras foram selecionadas para a realizagao de ensaios de degradacgao de
insumos de fragrancias através de ensaios de multibiorreagdo. Todos os resultados
obtidos foram avaliados com intuito de relacionar o tipo da microbiota coletada com
reacdes de degradacdo de componentes de fragrancia, levando em conta as diferencas
intrinsecas de cada voluntario. Além disso, observou-se uma grande diversidade
fungica, ainda pouco descrita na literatura, onde diversos representantes foram
isolados e identificados. Os dados obtidos demonstraram que os tipos de pele devem
ser levados em consideracdo nas formulagdes de uso tépico a fim de atingir alvos
especificos, tendo em vista que a pele humana nao € um ambiente estéril, mas sim um
microbioma complexo. Desta forma, o potencial de biotransformacdo de insumos
cosmeéticos pela microbiota da pele é um fator relevante e podera auxiliar na busca de

produtos mais eficazes, seguros e versateis.
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Abstract

The human body contains about 10 ftrillion cells and carries approximately 100
trillion microorganisms’ cells. Environmental factors, such as temperature, humidity and
light exposure and host factors such as gender, genotype, immune status and use of
cosmetics, can affect the composition and distribution of skin microbes. Numerous
studies indicate that skin microbiota plays an important role in the human skin immune
system. However, little is known about the species present in skin samples and their
enzymatic activities. Therefore, the aim of this thesis was to evaluate the enzymatic
potential of the human skin microbiota, establishing a link between this potential and the
main fragrance degradation of cosmetic formulations, more specifically, fragrance
ingredients. The recruitment of volunteers (55) took into account some parameters such
as age, gender and skin phototype. The main enzymatic activities of the collected
microbiota were assessed by high throughput screening techniques in order to detect
protease, lipase, amylase, esterase, epoxide hydrolase and monooxygenase, in a total
of 2160 experiments. These enzymatic profiles were applied in the selection of
microorganisms to probe the biodegradability of fragrance ingredients using the
multibioreaction protocol. The results linking microbiota type and degradation reactions
of fragrance ingredients took into consideration the intrinsic differences between
volunteers. In addition, a great fungal diversity, still poorly described in the literature,
was observed and several representative entities of this diversity were isolated and
identified. The obtained data showed that skin types must be considered in topical
formulations to achieve specific biological targets and , taking into consideration that the
human skin is not a sterile environment, but rather consists of a complex microbiome.
Consequently the biotransformation susceptibility of cosmetic ingredients to human skin

microbiota is a relevant factor to consider in formulations.
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1 Introducao

Estima-se que o corpo humano, que contém cerca de 10 trilhdes de células, seja
rotineiramente portador de aproximadamente 100 trilhbes de células microbianas. A
composi¢ao da microbiota humana é relativamente estavel com géneros especificos
ocupando as diversas partes do corpo durante o ciclo de vida de um individuo'. Os
micro-organismos que colonizam uma regido especifica constituem o que € conhecido
como microbiota normal desse local. No entanto, a maioria dos estudos investiga
apenas a composicao de bactérias da microbiota e pouco se sabe sobre a identidade
dos outros tipos de micro-organismos presentes em qualquer local do corpo?.

A pele humana é um ambiente dindmico, hospedando uma variedade de
organismos, incluindo bactérias, virus, fungos e outros parasitas. Normalmente, a
barreira da pele garante protecdo contra muitos desses micro-organismos que se
hospedam no corpo, embora a frequéncia destas interagcbes possa aumentar a
incidéncia de doencas cutaneas®. A patogenicidade de muitos habitantes da pele é
determinada tanto pela viruléncia individual do patégeno como pelo estado da
superficie cutanea na qual ele reside. Bactérias e fungos geralmente residem
benignamente sobre a superficie da pele humana normal, mas eles também podem
estar ocasionalmente associados a infecgdes graves, especialmente em individuos

imunocomprometidos®.

' Sekirov |., Finlay B. Nature Medicine, 2006, 12, 7, 736-737.

2 Cogen A.J., Nizet V., Gallo R.L. Brit. J. Dermatol. 2007, 158, 442—455.

% Wilson, M. Microbial Inhabitants of Humans: Their Ecology and Role in Health and Disease, 12 ed. Cambridge
University Press, Cambridge, 2005.

* Rosenthal M., Goldberg D., Aiello A., Larson E., Foxman B. Infec., Genet. Evol., 2011, 11, 839-848.



1.1 A pele humana

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, em termos de area superficial, que
varia de 0,25 m? (recém-nascidos) a 1,8 - 2,5 m?> em um homem adulto. E composta
por diferentes células e estruturas que trabalham de forma harménica, garantindo
assim suas fungbes. Esta dividida em dois tecidos principais: a epiderme (tecido
epitelial mais externo) e um tecido conectivo composto da derme (a partir do qual a

epiderme se origina)®.

1.1.1 Estrutura da Pele Humana

A pele € um ecossistema composto de habitats diversos com uma abundéancia
de dobras, invaginacdes e nichos especializados que suportam uma variedade de
micro-organismos. O primeiro papel da pele é servir como uma barreira fisica,
protegendo nosso corpo contra agressdes de organismos externos ou substancias
toxicas. A pele é também a interface com o meio externo e, como tal € colonizada por
uma diversidade de micro-organismos, incluindo bactérias, fungos e virus, bem como
acaros.

A epiderme consiste de uma camada exterior da pele e é composta
principalmente de queratinécitos, juntamente com os melanécitos (responsaveis pela
producdo de melanina) e as células de Langerhans (responsaveis pela apresentacao
de antigenos® ao sistema imunoldgico). A epiderme pode ser dividida em estrato basal,
estrato espinhoso, estrato granuloso e estrato cérneo (camada de células anucleadas),
de acordo com o grau de amadurecimento dos queratindcitos (queratinizacao). Abaixo
da epiderme encontra-se a derme, composta em grande parte por tecido conjuntivo. Na
derme sdo também encontrados foliculos pilosos, terminacdes nervosas, glandulas

sudoriparas, glandulas sebaceas, e os vasos sanguineos (Figura 1).

®Harris, M.I.N.C. Pele: estrutura, propriedades e envelhecimento. 32 Ed., Editora Senac, Sao Paulo-SP, 2009.
6 Antigenos séo particulas ou moléculas capazes de iniciar uma resposta imune.
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células de Langerhans

Figura 1. Estrutura e caracteristicas da pele saudavel. Adaptada de MaclLeod e
colaboradores’.

A estrutura da pele € um fator determinante em suas caracteristicas. Desta
forma, a presenca de pelos afeta a temperatura e umidade da superficie da pele,
enquanto a presenca de glandulas, por causa de suas secrecoes, altera o teor de
nutrientes, umidade, pH e salinidade do local. Todos esses fatores afetam a
composicdo da comunidade microbiana em um determinado local e,
consequentemente, a distribuicdo das glandulas na superficie da pele tem um efeito
profundo sobre os tipos de micro-organismos presentes e sua densidade populacional.

1.1.2 Mecanismos de defesa cutanea

A percepcao da pele como um ecossistema - composto de entidades biologicas
e componentes fisicos ocupando habitats diversos - pode contribuir para uma melhor
compreensao do delicado equilibrio entre hospedeiro e micro-organismo. Alteracdes
nesse equilibrio podem resultar em doencas de pele ou infecgbes. Perturbagcbes que
afetam a relacdo hospedeiro/micro-organismo podem ser enddgenas (por exemplo,

7 MacLeod D.T, Cogen A.L., Gallo R.L. Skin Microbiology in: Encyclopedia of Microbiology, Moselio Schaechter
Editor, 2009. pg. 734-747.



variagao geneética que seleciona uma comunidade microbiana especifica) ou exdgenas
(por exemplo, habito de lavar as maos). A comunidade cientifica vem unindo esforgcos
para caracterizar de forma mais completa da microbiota da pele e como ela interage
com seu hospedeiro (Figura 2)8.

Fisiologia do hospedeiro Genotipo hospedeiro

¢ SEXo

) * genes de
* idade susceptibilidade
* local como a filagrina
Ambiente
. Estilo de vida
« clima
* profissdo

* localizacao

+ geografica * Habitos de higiene

Sistema imunolégico

Patologia

* grupos de risco
» diabetes, asma

* exposi¢ao prévia
 Inflamacéo

Figura 2. Fatores que contribuem para a variagdo no microbiota da pele. Adaptado de
Grice e colaboradores, 20118,

Muitos destes micro-organismos sdo simbidticos’ e ocupam uma grande
variedade de locais de pele, protegendo contra a invasdo de organismos mais
patogénicos ou prejudiciais. Eles desempenham um papel crucial no desenvolvimento
de milhdes de células de Langerhans que sdao encontradas na pele, preparando-as
para responder a presenca de outros micro-organismos que possam atuar como
patégenos.

Os principais mecanismos antimicrobianos de defesa que atuam na superficie
da pele podem impedir a colonizagdo por micro-organismos e, portanto, exercem uma
pressdo de selecao, influenciando assim os tipos de micro-organismos que podem
estabelecer-se na pele.

O fluxo continuo de ar através das superficies do corpo constitui a primeira linha

de defesa contra a colonizagdo microbiana. Esse processo impede que 0s micro-

8 Grice E.A., Segre J.A. Nature Reviews Microbiology, 2011, 9, 244-253.
° Simbiose é a relacdo interespecifica (de espécies diferentes) que ocorre entre dois ou mais organismos de
espécies diferentes, de forma mutuamente vantajosa.



organismos do ar e particulas que contém bactérias sedimentem sobre a pele (Figura
3). O estrato coérneo também fornece uma barreira eficaz contra a penetragcdo de
quaisquer outros micro-organismos que chegam a superficie da pele. Essa camada de
queratindcitos mortos e lipidios tornam a superficie da pele muito seca e sua constante

escamacao limita a colonizagao microbiana da pele.
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Fluxo de ar através da superficie, impede a m
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v

o
/ <>
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Baixo pH

Baixo teor de umidade

Acidos graxos e lipidios antibacterianos
Peptideos antimicrobianos

Lisozima

Figura 3. Diagrama dos principais mecanismos de defesa antimicrobianos que operam
na superficie da pele. Adaptada de Wilson, M.; 2008.

Além disso, a pele possui um pH baixo (Figura 4) na maioria das regides do
corpo como resultado do acumulo de secrecdes acidas, de acidos produzidos durante o
processo de queratinizacdo, e de acidos excretados por células epiteliais e micro-
organismos. Muitos micro-organismos nao conseguem sobreviver em pHs tdo baixos.
Além do efeito de diminuigdo de pH, muitas das substancias presentes na superficie da

pele sdo diretamente toxicas para 0os micro-organismos.

% Wilson M. Bacteriology of Humans: An Ecological Perspective, 12 ed. Blackwell Publishing, Oxford, 2008.
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Figura 4. Diagrama mostrando o pH de varias regides da pele humana. Adaptado de
Wilson, M.; 2008™.

Os acidos graxos livres, particularmente os acidos laurico (C12) e miristico
(C14), sdao os mais eficazes e tém um amplo espectro antimicrobiano. Os &cidos
linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3) também tém atividade antimicrobiana,
principalmente contra micro-organismos transientes, tais como Staphylococcus aureus
(S. aureus). Os acidos laurico (C12), caproico (C6), butirico (C4) e miristico (C14) séao
inibidores espécies como Propionibacterium acnes (P. acnes), Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae), Streptococcus pyogenes (S. pyogenes), corinebacterias,
micrococos, Candida spp e estafilococos®.

A evaporagao do suor na superficie da pele deixa para tras grandes quantidades
de cloreto de sédio e outros solutos, sendo que qualquer umidade presente na pele
apresentara uma alta salinidade. Muitos micro-organismos, especialmente bactérias

Gram-negativas, sédo incapazes de crescer em ambientes muito salinos.



1.1.3 Fatores relacionados ao hospedeiro e ao meio externo

Fatores especificos do hospedeiro tais como, idade, sexo, status imune e
ambiente externo (por exemplo, clima e geografia) contribuem para as variacoes
observadas na microbiota da pele humana.

A idade tem um efeito consideravel sobre o microambiente da pele e, assim,
sobre sua microbiota''. No ttero, a pele do feto é estéril, mas a colonizagdo microbiana
ocorre imediatamente apés o parto'?,'®. Atualmente, pesquisadores buscam entender
como as comunidades microbianas da pele e outros locais sdo estabelecidas e
estabilizadas durante os primeiros anos de vida, como um bebé recém-nascido explora
seu ambiente e como seu sistema imunolégico amadurece'®. Durante a puberdade, as
mudancas hormonais provocam um aumento na producdo de sebo, paralelo ao
aumento de micro-organismos lipofilicos na pele'®. Diferencas fisiolégicas e anatémicas
da pele entre homens e mulheres, tais como producédo de sebo, suor e horménios, em
parte, podem explicar as diferencas na microbiota observadas entre os dois
sexos16’17’18.

Alteracbes significativas e potencialmente prejudiciais da estrutura da
comunidade microbiana da pele podem ocorrer como resultado de varios fatores
ambientais especificos para cada individuo, tais como profissao, estilo de vida e uso de
antibidticos. O efeito do tratamento com antibidticos sobre a microbiota intestinal tem

192021 'mas, até o momento, ndo foram encontrados relatos de uma

sido analisado
avaliagdo similar para a microbiota da pele, em individuos saudaveis. Produtos de

higiene pessoal (cosmeéticos), sabonetes, perfumes e hidratantes, também contribuem

" Somerville D. A. Br. J. Dermatol. 1969, 871, 248-258. .

12 Dominguez-Bello M. G. Proc. Natl Acad. Sci. 2010,107, 11971-11975.

'3Sarkany, I., Gaylarde C. C. J. Pathol. Bacteriol. 1968, 95, 115-122.

" paimer C., Bik E. M., DiGiulio D. B., Relman D. A., Brown P. O. PLoS Biol. 2007, 5, e177
% Somerville D. A. Br. J. Dermatol. 1969, 81, 248-258.

'® Marples R. R. Arch. Dermatol. Res. 1982, 272, 317-320

'” Fierer N., Hamady M., Lauber C. L., Knight R. Proc. Nat/ Acad. Sci. 2008, 105, 17994—17999.
'® Giacomoni P. U., Mammone T., J. Dermatol. Sci. 2009, 55, 144—149.

"% Dethlefsen, L., Relman D. A. Proc. Nat/ Acad. Sci. 2010,16, 1-8.

2 Antonopoulos D. A. Infect. Immun. 2009, 77, 2367-2375

2! Dethlefsen L., Huse S., Sogin M. L., Relman D. A. T PLoS Biol., 2008, 6, 2383-2400.



para a variacao da microbiota da pele. Estes produtos alteram as condicées da barreira
da pele, mas seus efeitos sobre a microbiota da pele permanecem desconhecidos?.

A luz ultravioleta (UV) é bem documentada como tratamento bactericida, o que
pode indicar que uma possivel variabilidade geografica da microbiota da pele possa
estar relacionada também com a variagdo da exposicdo humana aos raios uv2,

Os principais fatores que afetam o crescimento e a sobrevivéncia de micro-
organismos na pele sdo resumidos na Tabela 1. A pele, em geral, € um ambiente
relativamente seco, e espécies Gram-positivas (estafilococos e particularmente
micrococos) sao mais adaptadas a tais condicées do que as espécies Gram-negativas
e, portanto, as comunidades microbianas na pele tendem a ser dominadas pelas

primeiras®.

Tabela 1. Principais fatores que afetam a sobrevivéncia e o crescimento microbiano na
pele.

Fator Efeito

Permite o crescimento de mesdéfilos, porém impede o crescimento de

Temperatura - e
termofilos e psicrofilos.

Impede a sobrevivéncia ou crescimento de muitas espécies,

Baixa umidade : » .
especialmente bactérias Gram-negativas

Impede a sobrevivéncia ou crescimento de muitas espécies,

Alta salinidade : L .
especialmente bactérias Gram-negativas

Baixo pH Impede a sobrevivéncia ou o crescimento de muitas espécies

Geralmente elevados, impedindo a sobrevivéncia e crescimento de

Concentracao de " c . ) . " :
anaerobios. E baixa nos foliculos pilosos, permitindo assim o

oxigénio . o . -

crescimento de anaerobios e microaerofilos.
Disponibilidade de Abundante, porém consiste essencialmente em polimeros do
nutrientes hospedeiro.

Interagdo com outros

. : Pode ser favoraveis e antagonistas
micro-organismos

Sistema de defesado  Impede a adeséo e a sobrevivéncia de muitos tipos de micro-
hospedeiro organismos

22 Holland K.T., Bojar R.A. Am. J. Clin. Dermatol. 2002, 3, 445-449.
3 Faergemann J., Larko O. Acta Derm. Venereol. 1987, 67, 69-72.
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Um dos principais fatores que regulam a distribuicdo de micro-organismos na
pele é a disponibilidade de umidade. Como o teor de agua do estrato cérneo é baixo
(15% em peso), a superficie da pele € um ambiente relativamente seco, limitando
assim a sobrevivéncia e crescimento microbiano. No entanto, a producédo suor (aprox.
200 mL por dia) pode aumentar o teor de umidade na superficie, particularmente em
locais em que o suor ndo evapora facilmente (regides "ocluidas"), como nas axilas e
regides entre os dedos do pé. Essas regides ocluidas tém densidades populacionais
relativamente maiores do que as areas secas (como as palmas das maos) e suportam
diferentes comunidades microbianas. Assim, corinebactérias, bactérias Gram-negativas
e fungos sdo encontrados em locais ocluidos e ausentes em regides secas.
Estafilococos e micrococos, em contraponto, sao resistentes a dessecacdo, nao
ficando restritos a estes locais. Outra consequéncia da producdo do suor € que 0s
solutos presentes ficam na superficie da pele quando o suor evapora'®.

A temperatura da pele varia muito com a localizacao anatémica (Figura 5). As
axilas e virilha tendem a ter temperaturas mais elevadas, enquanto os dedos dos pés e
das maos tém temperaturas mais baixas. Tais temperaturas (entre 25°C e 35°C) séo
ideais para o crescimento de mesodfilos, enquanto psicréfilos e termdfilos sdao em
grande parte excluidos. A temperatura em um determinado local pode afetar a taxa de
crescimento dos organismos presentes e também pode influenciar a microbiota
indiretamente devido aos seus efeitos sobre a producdo de suor. Um aumento na
producdo de suor como um resultado de alta temperatura, em ambiente com alto teor
de umidade, modifica a concentracdo de nutrientes, de compostos antimicrobianos,

salinidade e pH?.
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33,4°C
31,8°C

Bochecha

32,2°C Nariz
33,6°C

33,3°C 32,9°C Braco
Regiao
lombar 36,6°C  Axilas
36,1°C 32,9°C
Virilha Palma
29,5°C
Dedo
30,9°C 30,2°C
Deddo do pé Planta do pé

Figura 5. A temperatura de varias regiées da pele em valores tipicos de temperatura
de varias regides da pele em adultos. Adaptado de Wilson, M.; 2008

O estrato cérneo é provido de oxigénio diretamente da atmosfera e também pela
difusdo dos capilares cutaneos. A superficie da pele, portanto, € um ambiente
predominantemente aerdbico e ndo contribui para o crescimento ou a sobrevivéncia de
anaeroébios restritos. No entanto, devido ao seu consumo por células do hospedeiro e
micro-organismos residentes, os niveis de oxigénio sdo reduzidos nos foliculos pilosos
e nas camadas internas do estrato corneo. Isso resulta na criagdo de ambientes de
microaerofilia e/ou anaerobiose nessas regides, permitindo assim o crescimento da
microaerdéfilos e anaerdbios restritos. Espécies de propionibactéria sdo grandes
colonizadores dos foliculos pilosos.

O pH da pele é geralmente &cido, mas o valor exato do pH varia muito entre os
diferentes locais e esta relacionado principalmente com a densidade de glandulas
sudoriparas. O pH &cido resulta da presenca de acido lactico (produzido por células do
hospedeiro e micro-organismos), aminoacidos (do suor), acidos graxos (do sebo) e

12



acidos produzidos durante o processo de queratinizacdo. Apesar de ser um ambiente
acido, os pHs encontrados na superficie da pele sao geralmente muito altos para o
crescimento da acidoéfilos, muito baixo para alcalinéfilos, mas sdo adequados para
neutrofilos. O estrato cérneo € composto principalmente de proteinas (75-80%) e
lipideos (5-15%). Sendo os lipideos uma importante fonte de carbono de energia para
muitos micro-organismos cutaneos, e sua concentracao na superficie da pele varia

muito conforme mostrado na Figura 6.

[] Dados nao disponiveis

[Jo9 []10-19 [T 20-49 [H 50-74
Il 7599 W 125-149 @ >150

Figura 6. Concentracdo de lipideos (ug cm™) na superficie da pele de adultos.
Adaptado de Wilson, M.; 2008.
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1.2 Microbiota da Pele Humana

1.2.1 Microbiota bacteriana da Pele Humana

A pele humana normal é colonizada por micro-organismos residentes e
transientes, principalmente bactérias Gram-positivas e negativas. A microbiota
residente € uma populacgao relativamente estavel de micro-organismos tipicamente nao
patogénicos, que esta presente de forma consistente sobre a pele, e se for removido,
recompbe-se em poucas horas. Embora a microbiota residente seja relativamente
constante, uma série de fatores ambientais, incluindo o clima e a exposi¢ao a radiacao
UV, bem como uma série de fatores do hospedeiro, como idade, sexo e etnia, podem
influenciar a quantidade e tipos de micro-organismos que compdem sua microbiota*.

Por muitas décadas, os pesquisadores mantiveram-se interessados em definir a
composicao da microbiota da pele humana, com foco em caracteristicas descritivas tais
como sua associacdo com infeccdes®®, sua estabilidade ao longo do tempo®, e suas
interagdes com outros micro-organismos®’. Além disso, os estudos, em grande parte,
foram baseados em técnicas de cultivo e isolamento®, o que levou a uma avaliagdo
consideravelmente limitada da composicdo de comunidades microbianas
complexas®2°,

Devido a complexidade de seu ecossistema, a pele é particularmente
interessante para estudos de diversidade microbiana. Adequadamente caracterizada,
essa microbiota tem importantes implicagdes clinicas, devido a sua interagdo com
outros micro-organismos que podem desempenhar um papel crucial em varias doencas
humanas. Os estudos pioneiros do microbioma da pele tém se concentrado na
caracterizacdao da estrutura da comunidade de bactérias que habitam a pele humana

saudavel ou na avaliagdo de "como estas se tornaram patogénicas" > ' *. Tais

ZHolland K.T., Bojar R.A. Am. J. Clin. Dermatol.2002, 3, 445-449.

% McBride M.E., Duncan W.C., Knowx J.M. J. Cutaneous Pathol. 1977, 4, 14-22.

% Evans C.A. J. Invest. Dermatol. 1975, 64, 42—46.

" Wright P., Terry C.S. J. Med. Microbiol. 1981, 14, 271-278.

% Gao Z., Tseng C., Pei Z., Blaser M.J. PNAS, 2007, 104, 2927-2932.

i McCaig A.E., Glover L.A., Prosser J.I. Appl Environ Microbiol 1999, 65,1721-1730.

% Chiller, K., Selkin, B.A., Murakawa, G.J. J. Invest. Dermatol. Symp. Proc. 2001, 6, 170-174.
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estudos ainda nao permitem predizer se certos padrdes de diversidade microbiana sao
bons ou ruins, muito menos se eles podem causar doengas. O que esta claro € que
esses padrdes sdo altamente complexos e dinamicos?® 3'.

Tradicionalmente, os micro-organismos eram identificados por métodos
dependentes de isolamento e cultivo, portanto, muitas espécies fastidiosas ficaram sub-
representadas nas culturas de comunidades microbianas mistas®, enquanto muitas
outras ainda ndo puderam ser cultivadas em condicdes descritas®®. A utilizagdo de
técnicas que independem do isolamento e cultivo de micro-organismos levou a uma
drastica mudanca na perspectiva da diversidade microbiana existente no ambiente®*

A evolugcdo das técnicas moleculares vem contribuindo para uma grande
reavaliacdo da compreensao cientifica sobre a microbiota humana. Estudos recentes
tém contribuido significativamente para um grande avanco do conhecimento da

"3 através de

diversidade microbiana humana (conhecida como "microbioma humano
estudos independentes de cultivo®, permitindo assim a caracterizagdo de comunidades
microbianas ainda desconhecidas, além de micro-organismos individuais®.

As abordagens moleculares usando sequéncias de DNA ribossomal (rDNA)
como ferramenta na classificagcdo microbiana, ou ainda a avaliacdo do genoma total de
uma comunidade (metagenoma), vém sendo aplicadas para caracterizar a microbiota
da pele humana e tém revelado uma diversidade muito maior de micro-organismos do

28,37,38,34 Grice e

que se conhecia através dos métodos dependentes de cultivo
colaboradores®’, avaliaram a diversidade bacteriana da regido do antebrago de seis
individuos saudaveis identificando 8 filos e 91 géneros diferentes®. Os mesmos
autores realizaram novo estudo agora com dez voluntarios saudaveis em vinte locais

distintos da pele, identificando 19 filos e 205 géneros.

%" Dekio I., Hayashi H., Sakamoto M., Kitahara M., Nishikawa T., Suematsu M., Benno Y. J. Med. Microbiol. 2005, 54,
1231-1238.
s FrankD N., Spiegelman G. B., Davis W., Wagner E., Lyons E., Pace N. R. J. Clin. Microbiol. 2003, 41, 295-303.
Amann R. I., Ludwig W., SchlelferK H. M/crob/ol Rev. 1995, 59 143-169.
Costello E. K Lauber C.L., Hamady M., Fierer N., Gordon J.I., Knight R. Science 2009, 326, 1694—1697.
Peterson J., Garges S., Glovannl M. Genome Res 2009, 19, 2317—2323
Schloss P. D Handelsman. J. Microbiol Mol Biol Rev 2004, 68, 686—691.
7 Grice E.A., Kong H.H., Renaud G., Young A.C., Bouffard G.G., Blakesley R.W., Wolfsberg T.G., Turner M.L.,
SegreJ A. Genome Res. 2008 18, 1043 1050.
% Grice E.A. , Kong H.H., Conlan S., Deming C.B., Davis J., Young A.C., Bouffard G.G., Blakesley R.W., Murray P.R.,
Green E.D. Turner M.L., Segre J.A. Science, 2009 324, 1190 1192.
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Estes dois estudos demonstraram que a colonizagdo de bactérias € dependente
da fisiologia da regiao da pele, com bactérias especificas associadas a microambientes
umidos, secos e sebaceos (Figura 7). Segundo os autores, em geral a diversidade
bacteriana € menor em regides sebaceas, sugerindo que existe uma selecdo de
subconjuntos especificos de organismos que podem tolerar as condicoes dessas
regides. Regides sebaceas que contém baixa diversidade de filotipos incluem a testa (6
filotipos)®’ )38

, 0 vinco retroauricular (atras da orelha) (15 filotipos)™, as costas (17

filotipos)® e da dobra alar (lado da narina) (18 filotipos)®.

Glabela

Vinco alar

Canal auditivo
externo

Dobra
retroauricular

Narina

Nuca

.. Manubrio
Costas .°
@0 Axila . .
Nidega @ Actinobacteria ‘
[ Corynebacteriaceae ‘
Y Fossa o ’
antecubital [l Propionibacteriaceae
Dobra O . .
glitea I Microcoacciaceae
@. Antebrago [ outras Actinobactériasw
Fossa poplitea .“ =[] Bacteroidetes
@. Palma _F.-. Czanobactena
i irmicutes
hipotemar Salto plantar O o
Il Outros Firmicutes
@. Espaco [ staphylococcaceae
interdigial [[] Proteobacteria
.. Dobra ingual D Outras divisdes <1%
|:] Nao classificado
@ Umbigo o (?Ieoso
@ Umido

@® Seco
@ Espago
Interdigital do pé

Figura 7. Distribuicao topografica de bactérias em diversos locais da pele. Adaptado de
Grice e colaboradores, 20112, Bactérias que colonizam a pele estdo classificadas em
nivel de familia, os filos estdo destacados em negrito. As regides foram selecionadas
por apresentarem maior incidéncia de infeccoes bacterianas e estao agrupadas como
regidbes sebaceas (circulos azuis), umidas (circulos verdes) e secas (circulos
vermelhos).
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Conforme definido em estudos metagenémicos, a maioria das bactérias da pele
é classificada em quatro diferentes filos: Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e
Proteobacteria. Estes quatro filos dominantes também constituem a microbiota que
encontrada nas superficies internas das mucosas (trato gastrointestinal e cavidade
oral)®® 4% 4142 Entretanto, as proporcdes sdo muitos diferentes: enquanto membros do
filo Actinobacteria sdo mais abundantes na pele, os membros Firmicutes e
Bacteroidetes sdo mais abundantes no trato gastrointestinal®.

As bacterias dominantes nas areas sebaceas sao espécies de Propionibacterium
spp., 0 que confirma estudos microbioldgicos classicos que descrevem estas como
residentes da unidade pilossebacea?®. Além disso, a analise metagendmica revelou que
espécies de Staphylococcus e Corynebacterium spp. sdo mais abundantes nas areas
Umidas, o que corrobora com os dados de estudos baseados em cultura que sugerem

10,37

que estes organismos preferem areas com alta umidade ™. O metabolismo da

secrecdo apdcrina por estafilococos e corinebactérias resulta no mau cheiro
caracteristico, associado com o suor em humanos****,

Enquanto muitos destes micro-organismos s&o benéficos, comensais ou
neutros, alguns podem se tornar patogénicos. Os estudos ainda demonstram que 0s
membros potencialmente patogénicos da microbiota sdo mantidos sob controle por
outros micro-organismos residentes. Perturbagdes ou intervengdes com antibibticos e
antissépticos, o habito de lavar as maos ou utilizar locées, podem alterar a comunidade
microbiana permitindo supercrescimento de membros patogénicos que, assim podem
causar doencas®. De acordo com uma recente revisdo da microbiota cutanea, podemos
considerar as bactérias dos géneros  Staphylococcus, Corynebacterium,
Propionibacterium, como parte da microbiota residente da pele humana?®. Muitos deles
estdo agora emergindo como patégenos multirresistentes, tais como S. aureus e S.

epidermidis**®.

% Eckburg P. B. Science 2005, 308, 1635—1638.

“0 Dewhirst F. E. J. Bacteriol. 2010, 192, 5002-5017.

*! Zaura E., Keijser B. J., Huse S. M., Crielaard W. BMC Microbiol. 2009, 9, 259-271.

“2 Bik E. M. Proc. Natl Acad. Sci. USA 2006,103, 732-737.

43 Leyden J. J., McGinley K. J., Holzle E., Labows J. N., Kligman A. M. J. Invest. Dermatol. 1981, 77, 413-416.
“* Emter R., Natsch A. J. Biol. Chem. 2008, 283, 20645-20652.

*5 Marshall B. M., Ochieng D. J., Levy S. B. Microbe 2008, 4, 231-238.

6 Sommer M.O.A., Dantas G., Church G.M. Science 2009, 325, 1128— 1131.
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1.2.2 Microbiota fungica da pele humana

A microbiota fungica (ou “micobiota”) da pele humana saudavel € muito pouco
caracterizada, em comparacdao com a bacteriana, provavelmente como resultado de
sua raridade e natureza assintomatica®. A maioria dos fungos considerados como
membros da microbiota da pele sdo leveduras principalmente do género Malassezia,
anteriormente conhecido como Pityrosporum. Elas sdo encontradas na superficie da
pele de todos os adultos e se aglomeram proximo as glandulas sebaceas®.

A maioria dos fungos identificados na pele saudavel, por andlises moleculares,
séo leveduras do género Malassezia spp.47, 0 que concorda como os dados anteriores

de estudos baseados em cultivo*” #4849

Em um estudo realizado por Gao e
colaboradores®®, espécies de Malassezia foram detectadas em grande proporgao,
constituindo 53-80% da populagao total de fungos da pele, dependendo da regiao de
coleta, sendo a regido atras da orelha a que abriga a maior proporgao (Fig. 8). Ainda
nao € claro quais as espécies de fungos constituem o restante da populacéo, e
investigacbes mais aprofundadas deverao ser realizadas.

4
IlFungos

D Malassezia sp

w

Log,, de produtos de amplificagao
. e .

o

I B |
Testa Antebracos Atras das Interiordos i Bragos Axilas

orelhas cotovelos
Figura 8. Enumeracao das espécies de fungos em seis regides cutaneas. Adaptado de
Gao e colaboradores, 2010%°. Neste estudo foram avaliados 8 voluntarios. Andlise de
PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativo foi realizada com iniciadores universais
para espécies de fungos ou Malassezia. As barras indicam a média do desvio padrao
dos valores entre as amostras.

*" Paulino L.C., Tseng C.H., Strober B.E., Blaser M.J. J. Clin. Microbiol. 2006, 44, 2933-2941.
8 paulino L. C., Tseng C. H., Blaser M. J. FEMS Yeast Res. 2008, 8, 460-471.
4% Gao Z., Perez-Perez G. I, Chen Y., Blaser M. J. J. Clin. Microbiol. 2010, 48, 3575-3581.
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Andlises baseadas em cultivo sugerem que Candida spp. raramente colonizam a
pele humana, mas podem causar infeccbes clinicas, especialmente em condicbes de
imunodeficiéncia, diabetes ou infecgcdo pés o uso de agente antibacterianos®. Outros
tipos de fungos que, de acordo com analises baseadas em cultivo, sdo ocasionalmente
descritos como colonizadores transientes incluem Trichosporon spp. na éarea do
perineo e dermatéfitos embaixo das unhas e no couro cabeludo®’, mas a maioria dos
estudos se restringem a casos envolvendo doencas de pele, principalmente micoses®.
Além disso, existe pouca evidéncia sobre quais fungos filamentosos tém algum
envolvimento na microbiota normal da pele®, embora alguns deles possam ser
transportados, mesmo que temporariamente®. Percebe-se assim a necessidade da
realizacao de estudos maiores e mais extensos sobre fungos filamentosos na pele
humana, bem como o uso de diversas abordagens para a identificacdo e
sequenciamento destas espécies.

Abordagens moleculares para a caracterizacdo da diversidade microbiana
levantaram muitas questdes importantes sobre a relacdo hospedeiro/micro-organismo,
e sua relevancia em doengcas de pele. Embora agora esteja claro que micro-
organismos dominantes (isto €, Staphylococcus e Propionibacterium spp.) constituem
uma grande proporcdo da microbiota da pele, pouco se sabe sobre os organismos
transitérios (como fungos filamentosos) que compdéem o equilibrio. Ainda ndo se
conhece quais os fatores capazes de conduzir variagées nestes ecossistemas, e como

flutuacdes sdo associadas a doencgas de pele.

%0 Peleg A. Y., Hogan D. A., Mylonakis E. Nature Rev. Microbiol. 2010, 8, 340-349.

*" Noble W.C., The skin microfiora and microbial skin disease. Cambridge University Press, United Kigdom, 1993.

%2 Akaza N., Akamatsu H., Sasaki Y., Takeoka S., Kishi M., Mizutani H., Sano A., Hirokawa K., Nakata S., Matsunaga
K. J. Dermatol., 2010, 37, 786—792.

53 Paquet P., Piérard-Franchimont C., Piérard G. E., Quatresooz P. Arch. Dermatol. Res. 2008, 300, 167-171.

19



1.3 Diferencas na pele humana: sexo e etnia

As diferengas genéticas e hormonais afetam consideravelmente a estrutura e a
funcao da pele, refletindo em particularidades associadas ao sexo. Algumas diferencas
basicas podem ser percebidas na arquitetura da pele de homens em relacdo a de
mulheres. A pele de homens e mulheres difere principalmente no metabolismo
hormonal, na espessura da pele (nos homens € mais espessa), crescimento de pélos
(homens tem maior quantidade e maior espessura), taxa de sudorese, a producao de
sebo, pH de superficie, acimulo de gordura, entre outros'®. Existem algumas
diferencas também na propensdo a doengas cutdneas e cancer de pele como

exemplificado na Tabela 2.

Tabela 2. Diferencas da pele humana associadas ao sexo (adaptado de Giacomoni)'®.

Caracteristicas Homens Mulheres
Taxa de sudorese durante o exercicio (mL h™) 800 450
Producao de sebo (ng cm?) 3,0 0,7
pH (superficie) 5,8 5,5
pH (intraepidérmico) 4,6 5,6
Espessura da pele (razdo homem/mulher) 1,2

Céncer de pele (incidéncia - razao homens/mulheres) 2,0

LUpus sistémico (incidéncia - razdao homens/mulheres) 0,11
Melanoma (mortalidade - razdo homens/mulheres) 2,0

Além disso, diversos estudos comparativos relatam as variagdes entre as
propriedades fisiologicas da pele de diferentes grupos étnicos (brancos, negros,
asiaticos), tais como resisténcia mecanica, hidratacdo, perda de agua transepidérmica,
teor de lipidios do estrato cdrneo e excregcao de sebo, além da propenséo a irritacéo e
alergia®*®°. Diferencas significativas também sdo observadas na ocorréncia de irritagao

54Modjtahedi S.P., Maibach H.l. Contact Dermatitis, 2002, 47, 272-278.
% Taylor S.C, J. Am. Acad. Dermatol. 2002, 46, S41-62.
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e alergia, mostrando uma maior ocorréncia em asiaticos, seguidos dos brancos, sendo
que 0s negros sao menos suscetiveis, provavelmente por ter em uma camada cornea
mais compacta e resistente®®’.

Apesar de todas as variaveis citadas acima, ainda sdo muito raros os trabalhos
que levam em conta as possiveis alteragdes da microbiota da pele humana conforme
sexo e etnia dos individuos'”'®'®. Ja em relacdo a diferencas étnicas, Rebora e
Guarrera® compararam o niimero total de bactérias em individuos asiaticos, brancos e
negros, mostrando que o ultimo tem maior quantidade de micro-organismos, com
destaque para a alta incidéncia de Propionibacterium, o que poderia ser explicado pelo
alto teor de lipideos do seu estrato corneo®.

Embora a densidade de melanécitos na camada basal da epiderme varie entre
diferentes regides do corpo, este valor para um determinado local da pele permanece
relativamente constante nos diferentes grupos étnicos. E as diferengas de pigmentagéo
observadas sdo devidas as diferengas na melanogénese, e néo a alteracao do numero
de melandcitos.

Para tentar uma maior uniformizacao da informacgdes relatadas, a dermatologia
utiliza sistemas de classificagao através da cor da pele, sendo que o mais usado é o de
Fitzpatrick, definido por fototipos de pele®’. Este sistema é baseado na capacidade da
pele em responder a radiacdo UV com a formacao de queimadura ou bronzeamento.
Este classifica os individuos em 6 grandes grupos de fototipos (I a VI), conforme a
Tabela 3.

% Yosipovitch G., Theng T.S. Cosmetics & Toiletries Magazine, 2002, 117, 57-62.
2; Rawlings A.V. J. Cosmet. Sci. 2006, 28, 79-93.

Rebora R., Guarrera, M. Acta Derm. Venereol. 1988, 68, 165-168.
59Komparore F., Mary J.P., DuPont C. SkinPharmacol.1993, 6, 200-207.
¢ Fitzpatrick T,B. Arch. Dermatol.1988;124, 869-71.
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Tabela 3. Fototipos de pele de acordo com a reatividade e sensibilidade®.

Foto Descricao Pele
Queima com facilidade, nunca
| . branca
bronzeia
Queima com facilidade, bronzeia
] , branca
muito pouco
I Queima moderadamente, bronzeia morena
moderadamente clara
Queima pouco, bronzeia com morena
v .
facilidade moderada
. . . morena
V  Queima raramente, bronzeia muito
escura
Nunca queima, totalmente
Vi negra

pigmentada

Cabelo

vermelho ou
loiro

loiro

loiro escuro/
castanho claro

castanho

castanho
escuro/preto

preto

Olhos

azuis/verdes

azuis/ verdes/
castanhos claros

castanhos
claros/escuros

castanhos escuros

castanhos escuros

castanhos/ escuros

A classificacdo dos individuos como negros tem grandes variagdes, inicialmente

somente os fototipos V e VI eram considerados negros, porém, hoje a ideia mais aceita

€ de que muitos individuos de fototipo IV também possuem caracteristicas que séao

semelhantes aos dois outros grupos. Estes grupos de pessoas raramente queimam-se

quando expostos ao sol e bronzeiam-se com extrema facilidade®'.

E importante frisar que este sistema de classificacdo tem algumas limitagées.

Primeiro porque em individuos orientais (origem asiatica), por exemplo, a sensibilidade

a radiacdo UV nao é diretamente proporcional ao tom de pele®'.

® Taylor S.C. J. Am. Acad. Dermatol, 2000, 46, 541-562.
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1.4 Exposicao a cosméticos e incidéncia de alergia

Um grande numero de produtos de consumo, como 0s cosmeéticos, sdo usados
diariamente em diversas partes do corpo humano, com tempo de contato de 12 horas
ou mais, e muitas vezes com aplicagdes repetidas. Dentre os mais populares,
destacam-se os perfumes, e outros produtos que contém fragrancias, que sao misturas
de inumeros constituintes podendo conter mais de seis mil insumos naturais e
sintéticos. Muitos destes constituintes apresentam atividades biolégicas e com a
frequente exposicao as fragrancias, esta atividade pode tornar-se toxicologicamente
significanteez.

Pesquisas recentes mostram um grande aumento no grau de incidéncia de
alergia de contato em individuos de diferentes fenétipos, tipos de pele, localidades e

habitos de consumo®®*

, sendo que as fragrancias sdo a segunda causa mais comum
de alergia de contato apds niquel, sendo que ocorre com mais frequéncia na regidao das
axilas, rosto e pescoco, embora possam ocorrer manchas ocasionais em areas de
aplicacdo de perfumes (pulsos, atras das orelhas)®.

Dentre estas alergias, a mais comum € a Dermatite de Contato (DC, conhecida
como eczema ou dermatite atdpica), normalmente causada por um alergénico de
contato (hapteno®®) que pode penetrar na barreira da pele e reagir com algumas
proteinas formando um antigeno, o qual é reconhecido pelas células de Langerhans,
que sinalizam ao sistema imunolégico, desencadeando um processo alérgico®?.

A DC é uma doenca crénica recorrente que afeta cerca de 15% das criangas e
2% dos adultos dos EUA, e também estd, muitas vezes, associada com a colonizacao
e infeccdo microbiana. A prevaléncia de DC triplicou nos paises industrializados nas
ultimas trés décadas sem uma causa clara. Isto levanta a intrigante possibilidade de

que as flutuagbes microbianas da pele modulam a interagcdo gene/ambiente na

62 Hostynek J.J., Roberts M.S., Walters K.A. Drugs and the Pharmaceuticals Sciences, Vol. 9: Dermal Absorption and
Toxicity Assessment. 2003.

% Cogen V. N., Gallo R.L. Br. J. Dermatol.2008, 158, 422-455.

® Friedmann P.S; Pickard C. Contact Dermatitis, 2010, 63, 237-247.

® Davies R.F.; Johnston G. A. Clin. Dermatol. 2011, 29, 311-315.

66 Hapteno: toda espécie molecular ndo imunogénica, que se combina com uma macromolécula imunogénica
carregadora é capaz de licitar uma resposta imune especifica no hospedeiro.
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superficie da pele, resultando na agravacdo dos quadros de DC. Mais de 90% dos
pacientes com DC sdo colonizados com S. aureus, incidéncia muita alta se comparada
com individuos saudaveis nos quais essa taxa é menor que 5%"°'.

A desregulacao da resposta imune da pele é aparente em varias doencas de
pele (por exemplo, na psoriase e DC), mas ainda ndo se conhece como esta
desregulagédo atinge ou € resultante de alteragdes na microbiota. Estudos confirmam
apenas que as lesées DC sao caracterizadas por baixos niveis de producao peptideos

antimicrobianos em comparagdo com os niveis encontrados na pele saudavel®.

1.4.1 Degradacao de insumos de fragrancias

A aceitacao de um produto cosmético pelo consumidor é fortemente influenciada
pelo odor do produto (fragrancia). Por isso, existe uma grande preocupacgao, por parte
da industria, em oferecer produtos estaveis com caracteristicas organolépticas
inalteradas ao longo do tempo de armazenamento e de utilizacao.

Insumos sao considerados seguros para uso cosmético quando apresentam
propriedades toxicoldgicas conhecidas, como por exemplo: citotoxicidade, fotoxicidade,
mutagenicidade, carcinogenicidade, permeacao cutanea e alergenicidade. Entretanto,
muitos insumos considerados seguros podem sofrer reacdes de degradacédo, como a
auto-oxidacdo em contato com ar, luz e calor ou ainda através do metabolismo
cutédneo, formando produtos que podem alterar o odor e/ou causar alergia de
contato®.Como exemplos classicos podemos citar os terpenos limoneno e linalol que
sdo facilmente oxidados na presenca de luz e oxigénio, levando a formacdo de

hidroperédxidos alergénicos” (Figura 9).

%7 Hanifin J.M., Rogge J.L. Arch. Dermatol. 1977, 113, 1383-1386.

% Nomura I. J. Allergy Clin. Immunol. 2003,712, 1195-1202. Gudjonsson J. E. J. Invest. Dermatol. 2009,129, 2795~
2804.

69Kalberg A-T, Bergstrém M.A., Borje A., Luthman K., Nilsson J.L.G. Chem. Res. Toxicol. 2008, 21, 53-60.

Oskald M.,Bdrje A., Matura M.,Karlberg, A.Contact Dermatitis, 2002, 46, 267-272.
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Figura 9. Oxidacao do limoneno e linalol na presenca de luz e oxigénio.

Varios componentes de cosméticos podem ser alergénicos, mas as fragrancias
séo as principais causadoras de alergias relacionadas a estes. Contudo, poucos sdo os
relatos divulgados sobre a degradacao quimica de insumos de fragrancias em contato
com a pele e nenhum deles leva em conta a microbiota presente na mesma. Neste
contexto, pesquisas que considerem possiveis reacées de degradacao (por exemplo,
oxidacao, reducédo e hidrolise) destes insumos pela microbiota da pele humana podem
trazer informacbes valiosas para a avaliacdo da toxicidade, estabilidade e
aceitabilidade de produtos cosméticos em geral.

Por conseguinte, o entendimento do potencial enzimatico dos micro-organismos
presentes na microbiota da pele humana tem grande importéancia, ja que sdo poucos 0s
estudos que avaliam o biotransformagédo de xenobidticos na pele, sendo estes
relacionados ao metabolismo das células que constituem a pele humana’'-"?”®. Embora
nossa pele seja exposta diariamente a inUmeros compostos de fragrancias nos mais
diversos produtos, nada se sabe sobre as possiveis degradagdes causadas pela
microbiota da pele humana. Para acessar, de forma efetiva, esta nova perspectiva
sobre a degradagado de insumos de fragrancias, torna-se necessario a realizacao de
uma ampla avaliacdo do potencial enzimatico de um conjunto de amostras
representativas de uma populacdo. Para isto, devem-se levar em conta as diferentes
faixas etarias da populagao, sexo (homem/mulher) e a miscigenacéo da populacao que
pode ser representada pela selecdo de diversos fototipos de pele.

" HikimaT.; Tojob K.; Maibach H.I. Skin Pharmacol. Physiol. 2005, 18, 153-159.

2 Bergstrom M.A., Ott H., Carlsson A., Neis M., Zwadlo-Klarwasser G., Jonsson, C.A.M., Merk H.F, Karlberg A-T.,
Baron J.M. J. Invest. Dermatol. 2007 127, 1145-1153.

78 Svensson C.K. Drug. Metab. Dispos. 2009, 37, 247-253.
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1.5 Enzimas e suas aplicacoes

Os seres vivos utilizam reagdes bioquimicas para controlar suas funcées vitais e
processos metabodlicos, que envolvem catalisadores bioldégicos conhecidos como
enzimas. As enzimas tém um papel essencial em todo o metabolismo humano e,
particularmente, na pele onde sdo imprescindiveis nos processos de absorcdo e
eliminacdo de componentes xenobiéticos e endégenos’.

Atualmente, as enzimas desempenham um papel importante na alimentacéao
humana, em processos de fabricacdo de alimentos e como matéria prima de diversos
produtos de consumo diario, tais como detergentes para a roupa (que dissolvem as
manchas, com a ajuda de proteases e lipases). Na quimica fina, a busca por processos
ambientalmente corretos e as propriedades das enzimas como catalisadores (régio-,
estéreo- e quimiosseletividade) tém estimulado a aplicacado industrial da biocatélise
para a obtengdo de moléculas de alto valor agregado”.

As enzimas também sao fundamentais em estudos na area de salude, uma vez
que muitas doencas podem estar ligadas ao mau funcionamento de uma ou mais
enzimas. Assim, muitas das pesquisas farmacéuticas sdo baseadas na busca de
inibidores potentes e especificos para estas enzimas’®.

Dentre as grandes classes de enzimas, as mais utilizadas tanto na pesquisa
académica quanto na industria sdao as hidrolases e as oxidorredutases,
correspondendo, respectivamente, a 60 e a 25% das aplicacdes descritas”’.

As hidrolases sdo enzimas capazes de hidrolisar ou formar ésteres, amidas,
lactonas, lactamas, epdxidos, nitrilas, anidridos, glicosideos e organoll'deos75. Essas
enzimas sao relevantes para o catabolismo, fornecendo nutrientes assimilaveis pelas
células. Existem 12 subgrupos de hidrolases de acordo com o tipo de ligacdo em que
atuam, onde das enzimas de relevancia tecnoldgica que pertencem a esta familia sdo

lipases, esterases, epdxido hidrolases, proteases e amilases. A maioria das hidrolases

4 Baron J. M., Wiederholt T., Heise R., Merk H. F., Bickers, D. R. Curr. Med. Chem., 2008, 15, 2258-2264
’® Faber K. Biotransformation in Organic Chemistry, 2nd ed.; Springer: Berlin, 1995,

’® lllanes A. Enzyme Biocatalysis: Principles and Applications. Springer Science, 2008.

"7 Qliveira L.G., Mantovani S.M. Quim. Nova, 2009, 32, 742-756.
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ndo requer coenzimas, muitas s&o extracelulares e suficientemente robustas para
resistir a condigdes severas’®.

As lipases e esterases sao as mais amplamente utilizadas em resolugdes e
dessimetrizacdes de alcoois primarios, acidos carboxilicos, e substratos complexos
contendo um ou mais centros estereogénicos’. Representam um grupo diversificado
de hidrolases que catalisam a clivagem e a formagédo de ésteres. Essas enzimas
representam 0 grupo mais importante de biocatalisadores para aplicagoes
biotecnolégicas’®.

As lipases caracterizam-se por catalisar reagdes de hidrélise, esterificagéo e
transesterificacdo de triglicerideos compostos principalmente por acidos graxos de
cadeia longa (mais lipossoluveis), enquanto as esterases hidrolisam preferencialmente
ésteres simples (cadeia curta), como acetatos e propionatos, e normalmente ésteres de
acidos graxos com até 6 carbonos’®. Inlmeros organismos vivos expressam essas
enzimas, sendo que na pele humana, a microbiota residente utiliza lipases e esterases
para hidrolisar diferentes lipidios que compbe o estrato corneo (triglicerideos,
ceramidas, ésteres graxos e esfingolipidios)®. Muitos ésteres graxos sdo utilizados em
formulagbes cosméticas como agentes tensoativos, emolientes, emulsificantes, além
dos inumeros ésteres de cadeia curta que sao utilizados em fragrancias. Estas
matérias primas estao presentes em iniUmeros produtos de uso diario, sendo que a
degradacdao dos mesmos pode levar a alteracdo de odor, cor e aspecto das
formulacbes ou ainda, durante o wuso, levar a formacdo de compostos
toxicologicamente perigosos.

Outra classe de hidrolases bastante interessante sdo as ep6xido hidrolases que
catalisam a resolucdo de epéxidos racémicos a seus respectivos didis vicinais”. Essas
enzimas estao envolvidas no metabolismo de uma variedade de epoxidos, muitos dos
quais podem ser mutagénicos e/ou carcinogénicos. Os epoxidos tem sua toxicidade
relacionada com a alta reatividade do anel oxirano, que devido ao seu carater
eletrofilico, pode reagir com uma variedade de nucledfilos biol6gicos. Dessa maneira a
sua degradacao a didis, os quais sao mais solluveis em agua e podem ser facilmente

78 Bornscheuer U. T. FEMS Microbiol. Rev., 2002, 26, 73-81.
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eliminados, é de vital importancia para a regulacdo celular’®. No entanto, pode levar a
formagdo de compostos potencialmente alergénicos®.

As proteases também sdo enzimas hidroliticas, responsaveis pela clivagem de
ligacdes peptidicas em proteinas e peptideos®'. Sdo encontradas em células humanas
e também podem ser encontradas em micro-organismos que compde a microbiota da
pele. Essas enzimas sao responsaveis pela degradagao de cadeias polipeptidicas da
pele (queratina, colageno) e liberacdo de aminoacidos usados na manutencdo da
epiderme e também como fonte de energia para a microbiota. Diversos produtos
cosméticos contém proteinas em sua formulagdo, com a funcado de hidratagdo e
formagdo de filme®. A degradacdo indesejada ou prematura destas proteinas pode
desestabilizar a formulacao, inativar o produto, ou ainda causar a liberacdo de
compostos indesejados.

As amilases sdo enzimas capazes de hidrolisar moléculas de polissacarideos,
sendo usadas na conversao de amido para a producdo de maltodextrina, amidos
modificados e xarope de frutose e glicose, para diversas aplicagdes industriais. A o-
amilase € uma enzima que possui atividade hidrolitica, atuando sobre ligacoes
glicosidicas a-1,4 de polissacarideos. E responsavel pela degradacio inicial de amidos
pela clivagem de ligagdes da amilose e amilopectina (polimeros de glicose)®. Amidos
sdo amplamente utilizados em formulagbes cosméticas como agente espessante,
estabilizante e umectante®. Diversos micro-organismos, inclusive representantes da
microbiota humana, utilizam amilases para auxiliar na degradacao de macromoléculas
para a liberacdo de nutrientes'®. Assim, uma possivel hidrélise de amido em um
produto cosmético (ou durante a sua aplicacdo) pode causar a degradagédo da férmula
ou a ndo obtencao do efeito desejado.

As oxidorredutases, elas sdo enzimas que catalisam reagdes de oxidacao e
reducdo envolvendo a transferéncia de elétrons, atomos de hidrogénio ou de oxigénio.

S Archelas A., Furtoss R. Tibtech, 1998, 16, 108-116.

8 Scholes E.W., Pendlington R.U., Sharma R.K., Basketter D.A. Toxic. in Vitro, 1994, 8, 551-553.

8 Ji-Wei Wu J-W., Chen X-L. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2011, 253-262.

% Kumar, M,; Roopa Ghirnikar, R. Proteins and Peptides in Personal Care. In: Lad, R. (Ed.) Biotechnology in
gersonal care. Cosmetic science and technology, Taylor & Francis Group, NY, EUA, 2006. 29, 57-76.

® Prakash, O.; Jaiswal, N. Appl. Biochem. Biotechnol., 2010, 160, 2401-2414.

84 Barel, A.O.; Paye, M.; Maibach, H.l. Handbook of cosmetic science and technology, Informa Healthcare, NY, USA,
3 ed., 2009.
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Estdo envolvidas em vias metabdlicas centrais da célula, pois exigem coenzimas e sao
estritamente intracelulares’®. As oxidorredutases mais empregadas estdo em trés
categorias: desidrogenases, oxigenases e oxidases.

As desidrogenases sao amplamente utilizadas na reducdo de grupos
carbonilicos de aldeidos e cetonas, com a possibilidade de geracdo de centros
assimétricos a partir de cetonas pro-quirais. As oxigenases sao Uteis na transferéncia
de um (mono-oxigenases) ou dois (dioxigenases) atomos de oxigénio aos substratos,
proporcionando a funcionalizacdo de ligagdes C=C e C-H. As oxidases geralmente
atuam em reacbes de transferéncia de elétrons, estando entre elas peroxidases,
haloperoxidases e Baeyer-Villigerases™.

Muitos ingredientes de cosméticos e fragrancias podem sofrer reacoes de
oxidacdo e reducao, tanto pelo metabolismo da pele como pela acdo da microbiota
residente®®. Existe uma grande preocupacao em relacdo a reacdes de oxidacao,
principalmente em fragrancias, onde pode ocorrer a formag¢do de hidroperdxidos de
terpenos que sdo alergénicos®® ou ainda a oxidacdo de cetonas ciclicas com a
formacao de lactonas que, em alguns casos, sao relatadas como fototdxicas ou ainda
neurotdxicas®.

Assim, considerando a diversidade enzimatica da pele e da sua microbiota,
novos estudos direcionados para um maior entendimento da relacdo enzimas/
degradacao de componentes de fragrancia e a ligacdo com processos alérgicos,
alteracbes olfativas e organolépticas, podem contribuir significativamente para o
desenvolvimento de produtos mais seguros e estaveis e a diminuicdo de processos

alérgicos.

8 Jackh C., Blatz V., Eric Fabian E., Guth K., Ravenzwaay B-V., Reisinger K., Landsiedel R. Toxicol. in Vitro, 2011,
25,1209-1214.

8 Adams T.B., Greer D.B., Doull J., Munro I.C, Newberne P., Portoghese P.S., Smith R. L., Wagner B. M., Weil C.S.,
Woods L.A., Ford A. Food Chem. Toxicol., 1998, 36, 249-278.
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1.6 Ensaios de Triagem Enzimatica

A triagem de atividades enzimaticas de uma grande quantidade de amostras,
como os diferentes consorcios microbianos obtidos da pele humana, exige a utilizacao
de ensaios rapidos e muito sensiveis, capazes de avaliar as transformag¢des quimicas
desencadeadas pela agdo destes micro-organismos.

Tais triagens enzimaticas consistem em ensaios rapidos capazes de testar um
grande numero de micro-organismos, individualmente, para uma reacao alvo. Levando
em conta a cinética enzimatica e a especificidade (quimio-, regio- e
enantiosseletividade). A triagem também pode incluir a otimizagdo de processos com
uma unica enzima com alteragdes nos parametros de reacdo, como solventes,
tampdes, aditivos, pH e temperatura®’.

Ensaios enzimaticos para triagem quando executados em placas de 96 ou 364 e
os resultados avaliado em leitores de placas sdo denominado de sistema de alto
desempenho (HTS, do inglés, high-throughput screening), e sao valiosos para acessar
grandes numeros de amostras.

O desenvolvimento de triagens enzimaticas tem sofrido uma enorme evolugcéo
nos ultimos anos, particularmente na area de triagem de alto desempenho e métodos
de microarranjos. Grande parte destes desenvolvimentos foi provocada por exigéncias
da engenharia enzimatica principalmente pela mutagénese aleatéria, onde os ensaios
de alto desempenho séo ferramentas indispensaveis para a identificacdo de mutantes
ativas, e pela exploracao da biodiversidade e da metagen6mica. Ensaios enzimaticos
também desempenham um papel importante na descoberta de novos farmacos e em
medicina diagnéstica®’.

Neste contexto, diversas metodologias vém sendo desenvolvidadas e aplicadas
em formato de triagem de médio e alto desempenho para atender a exigéncias na
busca de novos biocatalisadores. Conforme a classificacdo adotada por Reymond e
Babiak®’, os sistemas de triagem enzimatica podem ser divididos em trés classes. Na
primeira classe a atividade enzimética € avaliada nas células em crescimento por

87 Reymond J. L.; Babiak P. Adv. Biochem. Engin. Biotechnol. 2007, 105, 31-58.
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testes colorimétricos ou técnicas de selecdo, ja a segunda classe utiliza substratos
cromogénicos ou fluorogénicos em sistemas miniaturizados no formato de microplacas
Oou micro-arranjos; enquanto a terceira classe é composta por ensaios que fazem uso
de instrumentacdo analitica mais sofisticada como Cromatografia Gasosa (CG),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Espectrometria de Massas (EM), ou
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN); adaptadas para ensaios em formato de médio
e alto desempenho (Esquema 1).

. *Cole¢des Microbianas

|\ *Bibliotecas de enzimas mutantes
| eBibliotecas metagenéminas
*Enzimas Isoladas

Bibliotecas

—

*Células em Crescimento:

testes colorimétricos, técnicas de selegdo
*Testes em Microplacas:

substratos modificados , detecgdo ponto final
eTriagem Convencional:
CG, CLAE, RMN, IV

| Métodos
\ de Triagem

Atividade
Enzimatica

Esquema 1. Tipos de triagens funcionais comumente usadas para encontrar enzimas
ativas. Adaptado de Reymond and Babiak®.

A utilizacdo de ensaios preliminares e qualitativos na avaliacdo enzimatica é
uma ferramenta imprescindivel no descobrimento de novas enzimas, melhoramento de

enzimas existentes e descobrimento de moléculas bioativas de interesse®.

8 Gassner N.C., Tamble C.M., Bock J.E., Cotton N., White K.N., Tenney K., St Onge R.P., Proctor M.J., Giaever G.,
Nislow C., Davis R.W., Crews P., Holman T.R., Lokey R.S. J. Nat. Prod. 2007, 70, 383-390.
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1.6.1 Triagem enzimatica em cultura de células em crescimento

Os ensaios de triagem enzimatica em cultura de células em crescimento sao
utilizados para testar diretamente colénias microbianas em crescimento para uma
atividade enzimatica, podendo incluir uma etapa de selecao genética, onde a presenca
de uma enzima ativa esté ligada a sobrevivéncia da célula. Estes ensaios tém um alto
potencial para aplicacdo em métodos de triagem de alto desempenho, mas permitem
obter apenas informacdes preliminares (resultados positivos/negativos).

Muitos destes ensaios sao idealizados através da selecao da classe de enzimas
a ser avaliada e escolha de rea¢des quimicas relacionadas a atividade enzimatica em
questao e que transformam a reagdo enzimatica num sinal detectavel. A maioria destes
ensaios baseia-se em alteragbes colorimétricas causadas por mudancas de pH,
formacao de complexos, alteracdo de substratos cromogénicos. Outros ensaios sao
baseados na toxicidade, nos quais a resposta ao ensaio consistira na avaliagdo do
crescimento microbiano, determinacao de halos de inibigcdo, dentre outros.

Métodos baseados em alteracbes colorimétricas de triagem em placas de Petri
sdo bastante utilizados, pois sdao de facil execucdo e podem ser aplicados para
detecgido de atividades de lipase®, esterase®, protease®!, amilase®, celulase®, entre
outras. Esses ensaios baseiam-se na mudanca de cor ou formacdo de halo que
permitam analisar varias classes de enzimas de maneira rapida (Esquema 2), porém
sd0 ensaios qualitativos e ndo muito sensiveis a pequenas alteracbes na atividade
enzimatica, além de muitas vezes serem limitados pela baixa diversidade de

substratos.

%3) Bornscheuer U. T., Altenbuchner J., Meyer H. H., Biotechnol. Bioeng. 1999, 64, 678-684. b) Jarvis G.N., Thiele
J.H. J. Microbiol. Methods, 1997, 29, 41-47. c) Beisson F., Tiss A., Riviére C., Verger R. Eur. J. Lipid Sci. Technol.
2000, 2, 133-153.

% a) Halonen P., Reinikainen T., Nyyssoéla A., Buchert, J. Enzyme Microb. Tech., 2009, 44,394-399.b) Donaghy J.,
Kelly P.F., McKay A. M. Appl.Microbiol.Biotechnol. 1998, 50, 257-260.

91a) Ramesh S., Mathivanan N. World J. Microbiol. Biotechnol.2009, 25, 2103-2111. b) Saran S., Isar J., Saxena,
R.K. J. Biochem. Biophys. Methods, 2007, 70, 697 — 699.

92a) Fuwa H. J. Biochem.1954, 41, 583—-603; b) Farias D.F., Carvalho A.F.U., Oliveira C.C.,.D.C. Braz. J. Biol., 2010,
70, 405-407.

% a) Hankin L., Anagnostakis S.L. J. Gen. Microbiol., 1977, 98, 109-115. b) Kasana R. C., Salwan R., Dhar H., Dutt
S., Gulati A. Curr. Microbiol. 2008, 57, 503-507.

32



mmmlm""“'"'"l"‘m

. carimbo’ incubagao

Bibliotecade Semeadura em placas
micro-organismos contendo meio adequado

"{{3 FHEEEE {:‘fff"“
Qéf{;%éf?fk 4

Leitura > {ﬁ’/ wx

Esquema 2. Representacdo esquematica do ensaio enzimatico em placas de Petri.
Adaptado de Marsaioli e Porto.

1.6.2 Triagem de alto desempenho em microplacas

Os métodos de triagens em microplacas mais utilizados sao os ensaios com
substratos fluorogénicos e cromogénicos, e consistem no uso de substratos capazes
de liberar um croméforo ou fluoréforo como consequéncia da acdo enzimatica®. A
literatura traz varios exemplos de ensaios acoplados a enzimas ou ensaios com
substratos marcados e sistemas de deteccdo do ponto final, sendo que os ensaios
envolvendo substratos fluorogénicos ou cromogénicos estdo entre os mais utilizados®.

As vantagens desses métodos sado a alta sensibilidade (permitindo o uso de
pequenas concentracdes de substrato e de biocatalisadores), 0 aumento na velocidade
de analise, a possibilidade do acompanhamento da cinética reacional em tempo real,

além de permitir a quantificacdo da reacéo enzimatica®’.

1.6.3 Uso de substratos modificados

Os métodos mais simples para obter um sinal UV/VIS ou fluorescéncia a partir
de transformacdes enzimaticas utilizam substratos marcados sinteticamente, a fim de
que apos a acdo enzimatica um produto cromogénico ou fluorogénico possa ser
detectado. Dentre esses substratos, encontram-se os derivados do anion nitrofenolato
(1), que apresentam cor amarela ap6s acao enzimatica, e os derivados de anions

fluorescentes de umbeliferona (2), resofurina (3) e a fluoresceina (4) que fluorescem no

% Marsaioli A.J., Porto A.L.M. Biocatalise e Biotransformagdo — Fundamentos e Aplicagdes, Editora Schoba, Salto,
SP,Vol 1, 2010, pg. 28.

%Goddard J. P., Reymond J. L. Trends in Biotechnol. 2004, 7, 363-370.

%Bessler M.K., Jaeger K.E. Trends in Biotechnol.2006, 6, 248-250.

%Schmidt M., Bornscheuer U.T. Biom. Eng.2005, 22, 51-56.
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azul, vermelho e verde respectivamente (Fig. 10). Muitos desses substratos
modificados sdo comercialmente disponiveis e amplamente utilizados para deteccéo de

CO,
/©/ - O\/\l O B O /C[Nm
3 Q © ©
< O (e} (@] 0] O (@] ®) O (@]

enzimas hidroliticas®.

O
anion nitrofenolato anion umbeliferona anion fluoresceina anion resofurina
Amax = 405 nm, Aexc = 360 NM, Aem =460 NM Agxe =490 NM, Aegm =514 nm Aexc = 570 nm, Aem = 585 nm
amarelo fluorescéncia azul fluorescéncia verde fluorescéncia vermelha
1 2 3 4

Figura 10. Fendis conjugados utilizados em substratos cromogénicos e fluorogénicos,
comprimento de onda de maxima absor¢cédo (Amax), comprimento de onda de excitacao
rexc, comprimento de onda de emisséao Aem.

Muitos substratos utilizados em ensaios para deteccdo de enzimas hidroliticas
podem ser problematicos devido a alta reatividade e suscetibilidade a fatores nao
enzimaticos, como calor e pH ligeiramente basico, podendo dificultar a diferenciagéo
entre as reagdes catalisadas pela enzima alvo e reacdes expontaneas. Além disso,
esse tipo de substrato possui um grupo aromatico ligado diretamente ao grupo
funcional reativo, o que pode interferir no reconhecimento do substrato pela enzima®®.

Este tipo de problema pode ser contornado usando substratos que liberam o
grupo fenolato marcador indiretamente apds reacdo da enzima alvo. Como exemplo,
podemos destacar o modelo de ensaio enzimatico utilizando sondas fluorogénicas
derivadas de umbeliferona que foi proposto por Reymond e colaboradores'® e
amplamente utilizado em nosso grupo de pesquisa, pelo qual a deteccao indireta de
hidrolases consiste numa sequéncia de reacdes, onde os substratos fluorogénicos (5-
9), derivados da 7-hidroxicoumarina, liberam o diol (10 ou 11) pela agdo enzimatica, o
qual sofre clivagem oxidativa por NalO4 e posterior B-eliminagdo na presenca de
albumina de soro bovino (BSA). Essa ultima etapa leva a liberacdo do &anion
umbeliferila (12) fluorescente, que pode ser detectado a 465 nm.

98F(eymond J. L. Enzyme Assays, Sicard, R.; Reymond, J. L., eds.; Wiley-VCH: Weinhein, 2004, cap. 1.

99F(eymond J. L. Modern Biocatalysis: Stereoselective and Environmentally Friendly Reactions, Fessner W. D.,
Anthonsen T., Eds. Wiley-VCH Verlag: Weinheim, 2009, cap. 1.

"% Wahler D., Reymond, J.L. Curr. Opin. Biotechnol.2001, 12, 535-544.
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O mesmo principio pode ser aplicado para a deteccdo de mono-oxigenases'”’
(13-16) que apds a oxidagado enzimatica das sondas geram os produtos de oxidagao

(17-20) que sofrem facilmente uma B-eliminacédo (Esquema 3).

M@Lﬁ o LKL,

/ R = acetila

R = Csz (6) R= Ig (10) i. Oxidagdo (NalOy) R' %'ggﬁgﬁ;a Eg;
) ) R =CoH " L = =
Epoxido hidrolase 2Hs (1) B-eliminagdo (BSA, pH>7) Esterase

Aex =360 nm

/@\/Iemﬂeo nm
-y oo e éf o’
n=1
R CH3 (14) / \ n=2 (16)
Mono-oxigenase ~ Me O \©/\j U \@j Mono-oxigenase

R=H (17)
R=Me (18)

Esquema 3. Ensaio de triagem de atividade enzimatica utilizando sondas fluorogénicas
para deteccdo enzimatica'®.

Alternativamente, algumas sondas fluorogénicas usadas para deteccdo de
mono-oxigenases podem sofrer oxidagdo por enzimas do tipo citocromo P450. Nesse
caso, o sinal de fluorescéncia observado é referente a oxidacdo da sonda (13) ao
composto (21) que libera o anion da umbeliferona (12) no meio reacional (Esquema
4)101.

'%'sjcard R., Chen L. S., Marsaioli A. J., Reymond J-L. Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 1041-1050.
%Chen L. S “Triagem de alto desempenho na detecgdo de atividade de epodxido hidrolases e mono-oxigenases
utilizando células integras”, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 2006. Tese de Doutorado.
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Esquema 4. Representacdo esquematica proposta para deteccao de enzimas
citocromo P450 utilizando a sonda (13).

Essa técnica de triagem enziméatica tem sido aplicada ha algum tempo por nosso
grupo de pesquisa'® na triagem de micro-organismos isolados e sera apresentada no
capitulo 3 para avaliagdo do perfil enzimatico da microbiota da pele humana (item
3.2.2).

1.6.4 Uso de substratos nao modificados

As metodologias de triagem discutidas anteriormente sao extremamente
eficientes quando se trata da deteccao do perfil enzimatico de colegdes e bibliotecas de
enzimas/micro-organismos. Porém, quando o objetivo é o desenvolvimento de novos
biocatalisadores, normalmente o estudo é direcionado para substratos muito
especificos. Nestes casos, 0 uso de metodologias que permitam a avaliacdo da
atividade enzimatica frente aos substratos de interesse é de fundamental importancia,
ja que em muitos casos, a utilizagdo de substratos modificados néo é representativa.

Esses ensaios enziméaticos utilizam substratos ndo modificados e
quimiossensores que respondem a formagdo do produto e permitem a deteccdo da
atividade. Fundamentam-se na deteccao do ponto final da reacdo onde o consumo do
substrato ou formagdo do produto apds um intervalo de tempo revela as atividades
enzimaticas pelo emprego de um reagente que interage especificamente o grupo
funcional formado na reacdo. Como exemplos desses ensaios tem-se a deteccao de

104

lipases'®, nitrilases'® pela visualizacdo da mudanca de pH por indicadores

1%33) Bicalho B., Chen L. S., Grognux J., Reymond J. L., Marsaioli A. J., J. Braz. Chem. Soc. 2004, 6, 911-916. b)
Mantovani S. M., de Oliveira L. G., Marsaioli A. J. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2008, 173, 52-53. b) da Cruz G.F; Angolini
C.F.F., de Oliveira L.G., Lopes P.F., de Vasconcellos S.P., Crespim E., de Oliveira V.M., Neto E.V.S.N., Marsaioli
A.J. Appl. Microbiol. Biotechnol., 2010, 87, 319-329.

1% Janes L. E., Ldwendahl A. C., Kazlauskas R. J. Chem. Eur. J. 1998, 4, 2324-231.

10%He Y-C., Ma C-L., Xu J-H., Zhou L. Appl. Microbiol. Biotechnol 2011, 89, 817-823.
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cromogénicos, ou ainda para deteccdo de hidrolases pela titulagdo reversa de
periodato de sédio (NalO4) com adrenalina'®.

1.6.5 Triagem utilizando instrumentacgao analitica

Os ensaios que envolvem seleg¢ao genética ou triagem de alto desempenho para
a producao de um sinal seletivo podem ser uma abordagem o6tima em termos de
rendimento, seletividade e sensibilidade. No entanto, o seu desenvolvimento é
demorado e isso muitas vezes nao € aplicavel a estudos de biocatalisadores
especificos. Neste contexto, pode ser mais pratico desenvolver técnicas genéricas de
ensaios de alto rendimento, adaptaveis para a deteccao geral de qualquer produto de
reacao, independente de condicbes especificas, reagdes secundarias seletivas ou
sensores®.

Isto é possivel através da adaptacdo de instrumentacdo analitica tais como
Cromatografia Gasosa (CG), Cromatografica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Espectrometria de Massas (EM) ou Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para o
formato de triagem de médio e alto desempenho. Embora ensaios instrumentais
possam ser limitados em desempenho e terem um custo inicial maior, eles séo
rapidamente adaptaveis a qualquer problema, uma vez que o instrumento esteja
disponivel. Ensaios instrumentais fornecem informacdes superiores em uma triagem,
permitindo trabalhar diretamente com o substrato de interesse, sendo também possivel

testar seletividade'”’.

106a)WahIer D., Boujard O., Lefévre F., Reymond J-L. Tetrahedron, 2004, 60, 703-710. b) Fluxa V. S., Wahler D.,
Reymond J-L. Nat. Protoc., 2008, 3, 1270-1277.

7Reetz M.T., Eipper A., Tielmann P., Mynott R. Adv. Synth. Catal. 2002, 344, 1008-1016. b) Reetz M.T., Kuhling
K.M., Wilensek S., Husmann H., Hausig U.W, Hermes M. Catal. Today, 2001, 67, 389—-396.
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1.6.6 Triagem mediante multibiorreacoes

Existem muitos métodos analiticos que permitem a detecc¢do de biocatalisadores
alvos para uma aplicagéo particular, porém esta avaliacao pode ser trabalhosa ja que
cada substrato é normalmente avaliado independentemente. Como alternativa, pode-se
utiizar uma triagem alternativa a biocatalise convencional, denominada
"multibiorreagdo” que utiliza um biocatalisador e varios substratos diferentes e o
monitoramento por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), que e reduz o tempo de analise em n vezes, onde “n” € o numero de substratos
adicionados. Essa técnica tem sido aplicada ha algum tempo por nosso grupo de
pesquisa'® e sera apresentada no capitulo 3 para da de gradagdo de insumos de

fragréncias pela microbiota da pele humana (item 3.4).

1% Gongalves R. A. C., Porto A. L. M., Pinheiro L., Cagnon J. R., Manfio G. P., Marsaioli A. J. Food. Technol.
Biotechnol. 2004, 42, 355-361. Pinheiro L., Marsaioli A. J., J. Mol. Catal. B: Enzym. 2007, 44, 78-86.
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2 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo mapear a microbiota residente na pele
humana e enzimas por ela expressas atraves de ensaios triagem de alto desempenho.
Avaliar a acado destas com as possiveis reagoes de degradagdao de substancias
presentes em fragrancias, tendo como principais etapas a serem realizadas:

Mapear o potencial enzimatico de micro-organismos de pele humana através de

ensaios com sondas fluorogénicas (HTS) e ensaios em placas de agar;

» Correlacionar as atividades enzimaticas predominantes para o0s micro-
organismos coletados dos voluntarios (homens e mulheres) e os fototipos de
pele estudados.

» [solar os fungos filamentosos encontrados nas coletas e identificar aqueles que

apresentarem atividades enzimaticas mais expressivas;

= Avaliar o impacto da microbiota da pele sobre os insumos de fragrancias.
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3 Resultados e Discussoes

3.1 Coleta da microbiotas da pele humana

Para a realizagdo da coleta de microbiotas da pele humana de maneira
adequada, alguns aspectos importantes foram analisados. O primeiro passo foi
selecionar a area para a coleta, onde foram levadas em conta as regiées da pele com
maior incidéncia de alergias (DC), conforme a literatura®. Com isso o rosto (regido da
testa), pescoco (regido abaixo das orelhas) e o colo (regido da caixa toracica) foram as
regides escolhidas para a realizagdo de ensaios preliminares. O segundo passo foi
buscar o melhor método de coleta da microbiota da pele, considerando duas
premissas: a) utilizacdo de um método nédo invasivo (procedimento que nao envolve
qualquer tipo de dano ao individuo); b) obtencdo de uma amostra representativa e
diversificada da microbiota presente na regido da coleta.

Entre os métodos n&o invasivos de coleta de micro-organismos na superficie da
pele, o uso do swab (haste com algodao estéril, Fig. 11) com solucao salina estéril é
um dos mais citados®’. O método se baseia na friccdo do swab embebido em solugédo
salina no local da coleta e o material biolégico obtido € cultivado em agar adequado.
Outro método alternativo € a placa de contato (RODAC, do inglés Replicate Organism
Detection and Counting,) muito usada para avaliacdo de contaminacdo de
superficies'®. Neste método, o menisco do agar é feito de forma que possa
estabelecer contato com a superficie a ser amostrada. A amostragem é realizada

encostando a superficie do 4gar no local a ser amostrado.

Figura 11. Ferramentas utilizadas nos métodos néo invasivos de coleta.

'%9 Bruch M. K., Smith F.W. Appl. Microbiol., 1968, 16, 1427-1428.
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Em um primeiro ensaio realizou-se a coleta de um voluntario nas regides
escolhidas (rosto, pescogo e colo), utilizando o procedimento de coleta com swab em
solugcado salina e posterior cultivo em placas de Petri contendo meio de cultura
adequado para o crescimento de bactérias: agar nutriente (NA, do inglés Nutrient Agar)
e agar triptona de soja (TSA, do inglés Triptona Soy Agar); de leveduras: agar de
extrato de malte e levedura (YMA, do inglés Yeast Malt Extract); de fungos
filamentosos: agar extrato de malte (MEA, do inglés Malt Extract Agar).

Os resultados dos ensaios estdo apresentados na Tabela 4 onde se pode
verificar um maior nimero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por mililitro de
material da coleta da regido do pescogo. Neste ensaio foi possivel observar que a
coleta com swab resultou em uma alta contagem microbiana, o que dificultou a
realizagdo da contagem de vidveis. Por isso foi necessario utilizar o método de diluigao
em agar para obtencdo da contagem de viaveis. Apesar da alta concentracdo
microbiana observada, a avaliacdo visual mostrou uma baixa diversidade microbiana, o
que pode ter ocorrido por conta da facilidade de crescimento de algumas espécies
menos fastidiosas que se sobressaem as demais que tem dificuldade de se adaptar

aos meios de cultivo comercialmente disponiveis.

Tabela 4. Contagem de viaveis em UFC mL™" de material de coleta, para cada regido
da pele e meio de cultura testados.

~_EE TSA YMA MEA
Regiao
Colo* 33x10%® 10,8x10°% 400 1,4x 10’
Rosto* 40x10® 73x10® 102x10% 3,7x10°

Pescoco* 4,8x10®° >100x10® 7,9x10® 2,0x10°

*coleta efetuada em 2 cm? da pele; NA, agar nutriente; TSA, 4gar triptona de
soja; YMA, agar extrato de levedura e malte; MEA, agar extrato de malte.

A partir destes resultados, a regidao do pescocgo foi escolhida para a coleta das
microbiotas, pois além de apresentar uma alta contagem de micro-organismos em
todos os meios testados, € um dos locais com grande ocorréncia de alergias causadas

por cosmeéticos e também € uma das regides mais comuns para aplicagéo de perfume.
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Um novo ensaio foi realizado para avaliar a coleta por placa de contato e alguns
outros meios de cultura comumente utilizados para leveduras e fungos. Assim, o ensaio
foi realizado utilizando os meios NA e TSA para bactérias e YMA, MEA e &gar
Sabouraud (SA, do inglés Sabouraud Agar) para leveduras e fungos filamentosos. A
coleta com placa Rodac se mostrou efetiva para a coleta da microbiota da pele, pois é
um método simples, rapido e que ndo gerou qualquer desconforto aos voluntarios do
estudo. Além disso, a contagem de UFC foi realizada diretamente na placa de contato,
sem a necessidade de realizar diluicdo em agar para realizar a contagem de viaveis.
Ainda foi possivel observar uma diversidade microbiana muito maior do que pelo
método utilizando swab (Tabela 5).

Tabela 5. Contagem de UFC por placa Rodac, para cada meio de cultura testado.

Coleta NA TSA YMA MEA SA
Bactérias Leveduras Fungos Leveduras Fungos Leveduras Fungos
A 359 417* 327 2 24 5 3 31
B 298 104 123 0 4 4 1 61
C 327 312* 225 1 6 3 1 62

* Presenga de colbnias de fungos filamentosos; NA, &gar nutriente; TSA, agar triptona de soja; YMA,
agar extrato de levedura e malte; MEA, agar extrato de malte; AS, Sabouraud Agar.

A partir da definicdo do método adequado de coleta de microbiotas da pele
humana, o protocolo do estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Unicamp (Folha de Rosto 1085/2008, Anexo I). Os voluntarios da pesquisa foram
recrutados seguindo os critérios de inclusdo/exclusdo previamente estabelecidos
(Anexo Il e Ill), conforme descrito no procedimento experimental (item 4.4). Foram
selecionados 55 voluntérios, incluindo homens e mulheres agrupados através da
classificacao visual por fototipos de pele, sendo que foram selecionados os fototipos
que mais representam a populacao brasileira com o acréscimo de um grupo de origem
asiatica (Fototipo I, 1ll, V, VI e asiatico), com idades entre 20 e 45 anos. As coletas
foram efetuadas em placas RODAC contendo os meios de cultura: NA (para bactérias);
YMA (para leveduras); MEA (para fungos filamentosos).

Visando manter uma maior diversidade microbiana de bactérias e leveduras, as
amostras coletadas em meio NA e YMA foram mantidas integralmente, isto é, toda a
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massa celular obtida foi utilizada para preparo dos repiques e da preservacao das
amostras, sem uma etapa de isolamento. Assim, as amostras obtidas nestes meios
foram nomeadas de consércios microbianos (micro-organismos que coexistem, uma
espécie depende de produtos do metabolismo de outras espécies para sua

sobrevivéncia e multiplicacdo'?)

. J& no caso dos fungos filamentosos, as colbnias
obtidas foram selecionadas, uma a uma, diretamente da placa inicial e mantidas
isoladamente. Vale ressaltar que, em muitos casos, uma mesma placa continha duas
ou mais colénias filamentosas idénticas, nestes casos, 0 nimero total de colénias foi
considerado na contagem de UFC, porém apenas uma coldnia representante de cada
tipo foi separada para as demais analises. A Figura 12 traz alguns exemplos de placas

de coleta apds o crescimento microbiano.

Figura 12. Exemplo de placas RODAC apo6s o tempo de incubagcdo dos consorcios
microbianos. NA = microbiota obtida em meio agar nutriente; YMA = microbiota obtida
em meio agar extrato de malte e levedura; MEA = microbiota obtida em meio agar
extrato de malte.

% Wolfaardts G. M., Korber D. R., Lawrence J. R. Cultivation of microbial consortia and communities. In: Manual of
environmental microbiology., Eds Hurst J. H., Knudsen G. R., Mclnerney M. J., Stetzenbach L. D., Walter M. V. (ASM
Press, Washington, D.C.), 1997, pp 79-90.
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A etapa de coleta resultou em uma colecao de 55 consorcios de bactérias, 55
consércios de leveduras e 72 culturas de fungos filamentosos. A contagem de
Unidades Formadoras de Colénias (UFC) destes consorcios mostrou crescimento de
16 a >300 UFC (placa de 6 cm? em NA (consércios de bactérias), sendo que os
homens apresentaram maior numero de amostras com >300 UFC por placa (52%)
enquanto as mulheres tiveram maior nimero de amostras com 1 a 300 UFC por placa
(57%). No caso do meio YMA (consércios de leveduras), observou-se o crescimento de
2 a >300 UFC onde os homens apresentaram 41% das amostras com mais do que 300
UFC. Em contraponto 71% das amostras coletadas de mulheres tiveram entre 1 e 300
UFC por placa, em relagao a 59% das amostras coletadas de homens.

Ja no meio MEA pbde-se verificar o crescimento de 1 a 13 col6nias de fungos
filamentosos, em 79% das amostras coletadas de mulheres e 63% de homens. Além
disso, 37% das amostras coletadas de homens e 21% de mulheres n&o apresentaram
crescimento de colbnias de fungos filamentosos apds 10 dias de incubacdo, sendo

assim consideradas como ausentes (Figural3 e Tabela 6).
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Figura 13. Contagem de UFC por placa RODAC para cada tipo de micro-organismo e
meio de cultura utilizado na coleta. NA, consércio obtido em meio &gar nutriente; YMA,
consércio obtido em meio agar extrato de malte e levedura; MEA, consércio obtido em
meio agar extrato de malte.
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Tabela 6. Contagem dos micro-organismos na forma de UFC obtidos nos meios de
cultura utilizados para a coleta.

© (1] ) (1]
o 8 239% 2 % % 2 8 83% s T %
s & § 23 < = i % & § 8 < = w
n 2 35 3E > = o 2 35 3TE > =
L (&) < L. (&) <
28 Il 4 41 24 1 21 |l 1 >300 >300 aus
23 I 8 >300 178 &) 22 |l 2 >300 226 4
28 Il 15 20 7 aus 24 |l 3 >300 >300 2
26 Il 33 68 73 2 29 1l 18 279 >300 1
33 Il 34 >300 163 aus 28 I 19 24 13 1
4 1l 38 79 104 2 25 1l 20 >300 121 aus
30 1 5 187 >300 5 29 Il 9 =300 =300 13
26 Il 6 78 126 2 34 Il 10 >300 152 1
42 Il 35 >300 =300 2 37 Il 11 >300 >300 aus
26 Il 36 >300 >300 aus 30 I 17 122 113  aus
25 Il 37 245 46 1 37 1l 32 115 47 aus
35 Il 39 >300 =300 3 22 V 12 >300 >300 1
@ 25 V 7 >300 196 2 o 29 V 21 >300 >300 aus
o 42 V 13 57 123 aus © 28 V 23 187 112 5
% 41 V 14 >300 79 2 § 24 'V 29 27 137 aus
= 34 V 255300 >300 8 T 24 Vv 40 136 230 aus
21 V. 27 19 16 2 32 VI 22 >300 128 1
19 V 28 168 59 9 26 VI 44 >300 >300 4
29 VI 24 >300 112 aus 36 VI 45 >300 >300 1
28 VI 48 21 87 3 21 VI 46 >300 >300 aus
21 VI 49 >300 46 5 44 VI 47 >300 15 aus
39 VI 50 72 31 aus 26 A 16 57 >300 1
28 VI 51 >300 >300 1 24 A 52 33 62 1
25 A 30 178 225 5 22 A 54 58 43 1
25 A 31 19 9 1 19 A 55 62 15 1
22 A 41 >300 =300 1 22 A 56 16 2 1
19 A 42 185 >300 7 22 A 57 171 71 5
20 A 43 68 75 3
2 Fototipo de pele conforme a classificagao de Fitzpatrick (11, lll, V e VI); A, voluntarios de origem

asiatica. ® Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) visualizadas na placa de 6 cm?; NA, meio
agar nutriente; YMA, meio agar extrato de levedura; MEA, meio agar extrato de malte; > 300,
numero de colénias superior a 300 UFC; aus, auséncia de colbnias de fungos filamentosos.
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Através dos resultados obtidos poder-se-ia inferir que algumas diferencas
fisiol6gicas e anatbmicas da pele entre homens e mulheres, tais como producao de
sebo, suor e horménios poderiam afetar a composi¢cao da sua microbiota (item 1.3).
Entretanto, o numero de amostras e a metodologia de coleta utilizada neste estudo néao
permite tal inferéncia. Além do mais, os dados disponiveis na literatura nao incluem
cada uma das diferentes regides da pele, a maioria descreve a composicdo da
microbiota dividida em ambientes oleosos, Umidos e secos®. Infelizmente, até o
momento poucos estudos envolveram analises qualitativa e quantitativa de todos os
micro-organismos presentes em um local particular da pele. A grande maioria tem
determinado apenas a prevaléncia de um micro-organismo especifico (ou grupo de
organismos) em uma populagdo’®. Além disso, muitos estudos indicam que existe uma
variacao interpessoal muito grande, independente do sexo e da regido de coleta®.

Um estudo recente publicado por Staudinger e colaboradores'"

mostra que as
diferencas entre homens e mulheres (sexo) ndo parecem ter muita influéncia na
comunidade microbiana da pele da regidao da testa. Entretanto, eles observaram um
grande aumento da diversidade bacteriana associada ao uso de maquiagem, inclusive
com a presenca de alguns géneros de bactérias exclusivamente em mulheres que
usam maquiagem diariamente (independente na natureza seca, normal ou oleosa da
pele). Esta informacao pode justificar algumas diferengas observadas neste trabalho.
Todas as amostras obtidas nas coletas foram preservadas utilizando dois
métodos distintos, sendo os consércios de bactérias e leveduras preservados através
de liofilizagao e criopreservagédo, enquanto as culturas de fungos filamentosos foram

preservadas em 6leo mineral a 4°C e criopreservagao (item 4.4.1.3).

""" Staudinger, T.; Pipal, A.; Red|, B. J. Appl. Microbiol., 2011, 110, 1381-1389.
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3.2 Deteccao de atividade enzimatica da microbiota da pele

O interesse cientifico na composicdo e funcdo da microbiota da pele humana
vem crescendo rapidamente, porém os estudos mantem o foco na interacdo entre
microbiota e células da pele e a estreita ligacdo entre as suas respectivas fungées no

organismo''.

Por isso, ainda sao raros os relatos na literatura que contenham
informacdes sobre a atividade enzimatica dos micro-organismos que compdem a
microbiota da pele.

Desta forma, obter dados sobre o perfil enzimatico das comunidades
microbianas encontradas na pele humana é imprescindivel para um melhor
entendimento sobre suas possiveis funcdes na pele, principalmente no metabolismo de
xenobibticos. Neste estudo foram avaliadas as atividades enzimaticas de consorcios de
bactérias e leveduras, bem como, de fungos filamentosos coletados de 55 voluntarios

do sexo masculino e feminino.

3.2.1 Avaliacao da atividade enzimatica por triagem em placas de Petri

Ensaios de triagem em placas de Petri baseados em alteracées colorimétricas
ou formacao de halo de inibicdo foram realizados para deteccéo qualitativa de algumas
atividades enzimaticas (protease, lipase e amilase)''®. Os consércios de bactérias e de
leveduras, além dos fungos filamentosos foram avaliados para cada uma destas
atividades totalizando 540 ensaios realizados em triplicata.

Para a deteccédo de enzimas do tipo protease foi utilizado o meio agar leite, no
qual se observa a hidrélise de caseina (proteina do leite), através do descoloramento
do meio, originalmente leitoso, para incolor formando um halo ao redor da colbnia
microbiana®. A Figura 14 mostra ensaios de deteccdo de proteases para alguns
consércios de bactérias (A), consércios de leveduras (B) e fungos filamentosos (C), os
halos incolores ao redor das colbnias indicam a presenca de proteases (resultado
positivo).

"2 Cogen A.L., Nizet V., Gallo R. L. Brit. J. Dermatol. 2008;158, 442-55.
13 Fahy P.C., Hayward A.C. Media and methods for isolation and diagnostic tests. In.: Fahy, P.C.; PRESLEY, G.J.
(Eds.) Plant bacterial diseases: a diagnostic guide. Sydney, Academic Press, 1983, 393p.
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Figura 14. Ensaios de deteccao de proteases (C+, controle positivo).

Para a deteccao de lipases foi utilizado o método da rodamina B, onde a
hidrolise de triacilglicerideos (do azeite de oliva) incorporados em agar, contendo a
rodamina B, leva a formacédo de um complexo fluorescente permitindo o monitoramento
da atividade lipase nas colénias““, onde a emissdo de fluorescéncia laranja é o
resultado positivo. Nos ensaios de deteccdo de lipases (Figura 15), a presenga de
atividade lipolitica € observada pela emissdo de fluorescéncia laranja em todo o
crescimento dos consorcios de bactérias (A) e de leveduras (B), no caso de fungos
filamentosos (C), a fluorescéncia é mais evidente ao redor da col6nia, pela liberacao de

lipases extracelulares pelo fungo.

Figura 15. Ensaios de deteccao de lipases (leitura em 359 nm; C+, controle positivo).

% 3) Shelley A.W., Deeth H.C., Macrae |.C. J. Microbiol. Methods, 1987, 6, 123-137. b) Kouker G., Jaeger K. E.
Appl. Environ. Microbiol., 1987, 53, 211-213.
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Por ultimo, a atividade amilolitica foi avaliada através de agar contendo amido,
onde a hidrélise deste por uma a-amilase pode ser evidenciada pela formacao de halos
incolores ao redor do crescimento microbiano, apds a adicdo de solucdo de iodo

(resultado positivo)®. A Figura 16 demonstra ensaios de deteccdo de a-amilase para

consércios de bactérias (A), consércios de leveduras (B) e fungos filamentosos (C).

Figura 16. Ensaios de deteccdo de amilases reveladas com iodo (C+, controle
positivo).

Os resultados de todas as amostras testadas foram agrupados por tipo de micro-
organismo, sexo (masculino e feminino) e classificagdo de fototipos (II, Ill, V, VI e
asiaticos), onde os consorcios de bactérias podem ser visualizados na Tabela 7, os
consoércios de leveduras na Tabela 8 e os fungos filamentosos na Tabela 9.

Para os consorcios de bactérias (Tabela 7), houve maior incidéncia de proteases
em homens, principalmente de fototipo Il, VI e de origem asiatica, onde todas as
amostras apresentaram atividade proteolitica. No caso de lipases, os consorcios de
bactérias obtidos de mulheres dos fototipos Ill, VI e de origem asiatica apresentaram
maior ocorréncia de lipase se comparados com 0s consorcios coletados de homens. A
atividade amilolitica foi detectada em grande parte dos consércios sendo em maior
namero nas amostras coletadas de homens com pele fototipo Ill, V e de origem

asiatica.
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Os consércios de leveduras ativos foram numericamente menores que 0s
consércios de bactérias (Tabela 8). Os consoércios coletados de homens mostraram
maior atividade proteolitica, com destaque para aqueles obtidos de pele fototipo Il e de
origem asiatica. As lipases também foram mais detectadas em amostras coletadas de
homens, entretanto, todas as amostras de origem asiatica coletadas de mulheres foram
lipase positivas. A auséncia de resultados para deteccdo de amilase foi um fato
interessante, sendo que entre todos os consércios de leveduras testados apenas um
apresentou atividade amilolitica (homem de origem asiatica).

No caso dos fungos filamentosos (Tabela 9), devido a grande diferenca de
numero de amostras testadas, ndo foi possivel realizar uma comparacao entre os
sexos. Isto se deve a baixa ocorréncia de fungos filamentosos nas coletas de
voluntarios do sexo masculino. Porém pode-se notar a presenca de proteases e lipases
em grande parte das amostras. No caso dos fungos coletados de mulheres, proteases
tiveram maior ocorréncia em amostras de pele fototipo I, Ill e V; enquanto as lipases
foram detectadas com mais frequéncia em fungos coletados de peles fototipo Ill, V e de
origem asiatica. A atividade amilolitica foi observada apenas em alguns fungos de pele
fototipo Il e VI.
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Tabela 7. Atividades enzimaticas observadas para os consércios de bactérias,
conforme sexo e fototipo de pele.

= o o o o) = @ )
o 1 1RG0 R I
(&) (&)
28 Il 4NA - -+ 21 I INA + + +
23 Il 8NA - - + 22 Il 2NA + +
28 I 15NA + - + 24 1l 3NA + - +
26 Il 33NA + - + 29 1l 18NA + +
33 I 34NA + + + 28 Il 19NA + +
44 1l 38NA + + + 25 I 20NA + - +
30 Il 5NA - + - 29 1l 9NA + - &+
26 1l 6NA + o+ 34 1l 1ONA + - +
42 Il 35NA + - 37 1l 1INA - + +
26 Il 36NA - + + 30 I 17NA + - &+
25 Il 37NA + + - 37 1l 32NA + + +
35 1l 39NA - + - 22 V 12NA - - -
o 25 V 7NA + + + 29 V 2INA + + +
S 42 V 13NA - '+ - 5 28 V [23NA |+ - |-
S 4 V 14NA -+ E 20 v 26NA + - 4
= 34 V 25NA &+ - &+ T 24 vV 20NA + - 4
21 V. 27NA - + - 24 'V 40NA + +
19 V 28NA + - + 32 VI 22NA + +
29 VI 24NA + + - 26 VI 44NA + - &+
28 VI 48NA + + + 36 VI 45NA + + -
21 VI 49NA - + + 21 VI 46NA + -
39 VI 50NA - + + 44 VI 47NA - &+
28 VI 51INA - + + 26 A 16NA + + -
25 A 30NA + o+ 24 A 52NA + + +
25 A 31INA + - - 22 A S54NA + + +
22 A 41INA - + + 19 A 55NA + + +
19 A 42NA + + + 22 A 56NA + + +
20 A 43NA - + + 22 A 5/NA + + +
2 Fototipo de pele conforme a classificacdo de Fitzpatrick (l1, I, V e VI); A, voluntarios

de origem asiatica. NA, meio agar nutriente; (+) amostra com resultado positivo
[formacdo de halo incolor ou fluorescéncia laranja]; (-) amostras com resultado
negativo.
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Tabela 8. Atividades enzimaticas observadas para o0s consoércios de leveduras,
conforme sexo e fototipo de pele.

% 9 ® o ° 0 @ o
P2F F ESES3E § ESE
(&} o

28 Il 4YMA - - - 21 I 1YMA + + -
23 I 8YMA - - - 2 1 2YMA + + -
28 I 15YMA + + - 24 1 3YMA + + -
26 I 33YMA - - - 29 Il 18YMA + - -
33 II 34YMA - - - 28 Il 19YMA + - -
44 1| 38YMA - - - 25 1l 20YMA - + -
30 Il 5YMA - + - 29 Il 9YMA + - -
26 Il 6YMA - + - 34 1l 10YMA - - -
42 Il 35YMA + - - 37 1 1MMYMA - - -
26 Il 36YMA - - - 30 I 17YMA - + -
25 Il 37YMA - - - 37 1l 32YMA - + -
35 Il 39YMA + - - 22 V 12YMA + - -
w 25 V 7YMA + + - 29 V 21YMA - + -
S 42 V 13YMA + - - 5 28 V 23YMA + + -
= 41 V 14YMA - - - 5 29 v 26yma - - -
= 34 V 25YMA + + - T 24 V 29YMA + + -
21 V. 27YMA + - - 24 'V 40YMA - - -
19 V 28YMA + - - 32 VI 22YMA - - -
29 VI 24YMA - - - 26 VI 44YMA + + -
28 VI 48YMA + - - 36 VI 45YMA + + -
21 VI 49YMA - + - 21 VI 46YMA - - -
39 VI 50YMA - + - 44 VI 47YMA - - -
28 VI 51YMA - - - 26 A 16YMA - + -
25 A 30YMA + - 24 A 52YMA - - -
25 A 31YMA + - 22 A 54YMA + - -
2 A 41YMA - + - 19 A 55YMA + + -
19 A 42YMA - + - 22 A 56YMA + - -
20 A 43YMA - + - 22 A 57YMA + + +
® Fototipo de pele conforme a classificagdo de Fitzpatrick (II, Ill, V e VI); A, voluntarios de

origem asiatica. NA, meio agar nutriente; (+) amostra com resultado positivo formacao de
halo incolor ou fluorescéncia laranja; (-) amostras com resultado negativo.
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Tabela 9. Atividades enzimaticas observadas para os fungos isolados.

“ © Q Q « © (] O
s 8 & 5 & § & & ¢ g & § 8% § & &
d = £ g s % & E & 3 &8 g B85 8 = E
TR < = e ~ < = 5 £ dSe £ I 3
28 | 4M 4M + - - 20 VI 44M 44M + -
8M-1 - - - 21 VI 51M 51M + - +
23 | 8M
8M-2 + - - 36 VI 48M 48M + + -
33M-1 + - - 30M-1 - + -
$ 25 A 30M
26 Il 33M  33M-2 - - - 5 30M-2 - + -
3BM3 - - - = 25 A 3M 3M - o+ -
38M-1 + - - = 35 A 41M 41M + - -
44 Il 38M
38M-2 + - - 2 A 42M 42M + - -
30 5M 5M - - - 43M-1 - + -
20 A 43M
6M-1 + + - 43M-2  + - -
26 6M 6M-2 + + -
6M-3 + + =
35M-1 - - + 2M-1 + + -
42 I 35M 22 2M
35M-2 - - + 2M-2 - + -
42 I 37M 37M + - + 3M-1 + + -
24 | 3M
39M-1 + - - 3M-2 + - -
35 1l 39M  39M-2 - - - 29 I 18M 18M + - -
§ 39M-3  + - 28 Il 19M 19M + - -
2 ™1 - o+ - oM-1  +
s 25 V ™
= 7M-2 + = - 29 IM 9M-2 -
14M-1 + + - 9M-3 - = -
41 V. 14M
14M-2 - - - 34 I 10M 10M - - -
27M-1 - + - 2 V 12M 12M - - -
21 V. 27M
27M-2 - + - @ 23M-1 - - -
© 28 V 23M
28M-1 - - - E 23M-2  + o+ -
o
28M-2 - - - T 32 VI 22M 22M - + -
28M-3  + - - 26 VI 45M 45M + - -
19 VvV 28M 28M-4 - 4+ - 26 A 16M 16M  + + -
28M-5 + - - 28 A 52M 52M + -
28M-6 + - - 24 A 54M 54M - - -
28M-7 + + - 22 A 55M 55M + - -
49M-1  + - - 19 A 56M 56M - - -
49M-2 - + - 57M-1 - - -
49M-3 - - - 57M-2 - - -
21 VI 49M
49M-4 - - - 2 A 57M 57M-3 - + -
49M-5 - + - 57M-4 + - -
49M-6 - - - 57M-5 - - -
®Fototipo de pele conforme a classificagao de Fitzpatrick (11, I, V e VI); A, voluntarios de origem asiatica.

NA, meio &gar nutriente; (+) amostra com resultado positivo formacgao de halo incolor ou fluorescéncia
laranja; (-) amostras com resultado negativo.
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A Tabela 10 e a Figura 17 ilustram o perfil geral das atividades enzimaticas
avaliadas para os consércios de bactérias, de leveduras e fungos filamentosos. Os
ensaios em placa de Petri revelaram uma alta atividade proteolitica e lipolitica em
grande parte dos consércios e fungos testados.

Tabela 10. Perfil geral das atividades enzimaticas observadas nos ensaios de
triagem em placa de Petri.

% Amostras ativas- Mulheres? % Amostras ativas - Homens®

Ensaio
Bactérias Leveduras Fungos Bactérias Leveduras Fungos
Protease 54 39 63 89 53 62
Lipase 75 42 36 60 50 43
Amilase 71 0 13 85 3 6

 Percentual de amostras ativas em relagdo ao nimero total de consorcios de bactérias (55), de
leveduras (55) e fungo s filamentosos (70) testados.

100 -
89 u Protease
80 E Lipase
80 - 25 = Amilase
71
70 -
@
2 8071 54
®
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= 50 -
[ 42
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& 40 -
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10 -
0
0 T : : . .
Bactérias Leveduras Fungos Bactérias Leveduras Fungos
Mulheres Homens

Figura 17. Representagéo grafica do perfil das atividades enzimaticas observadas
para os consércios de bactérias, de leveduras e os fungos filamentosos nos
ensaios de triagem em placa de Petri.
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Nos ensaios de protease, os consorcios de bactérias mostraram maior
atividade, principalmente quando coletados de homens (89%). Para os ensaios de
lipase, os consorcios de bactérias também apresentaram maior atividade, com
destaque para aqueles oriundos de mulheres (75%). Ja nos ensaios de amilase, o
namero de amostras que apresentaram atividade foi bem menor, sendo que as
amostras ativas foram quase exclusivamente consorcios bacterianos, tanto de
mulheres (71%) como de homens (85%).

As altas atividades proteoliticas e lipoliticas observadas estdo de acordo
com o fato de a pele humana ser rica em proteinas (queratina, colageno, elastina)
e lipideos (triglicerideos, ceramidas, esfingosinas) todos susceptiveis a hidrolise.
Sabe-se que os micro-organismos da microbiota da pele humana tem um papel
importante na conversao de compostos lipidicos (ésteres graxos e de colesterol)
para acidos graxos de cadeia curta (C6, C8, C10 e C12), os quais sao
parcialmente responsaveis pela geragcdo de odor desagradavel, principalmente
axilar''®,

Em contraponto, a baixa ocorréncia de amilases (no caso a-amilase) pode
estar diretamente ligada novamente a composi¢dao da pele humana, onde amidos
e outros polissacarideos nao estao disponiveis para a microbiota. Além disso, o
fato de apenas os consoércios de bactérias terem demonstrado atividade
significativa pode ser explicado por dados da literatura que mostram que grande
parte destas enzimas sao oriundas de bactérias do género Bacillus, enquanto
poucas espécies de fungos como Aspergillus oryzae sao descritos como

produtores de o-amilase’®.

"% James A.G., Casey J., Hyliands D., Mycock G. J. Microbiol. Biotechnol. 2004, 20, 787—793.
"8 de Souza P.M., Magalhaes P. O., Braz. J. Microbiol. 2010, 850-861.
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3.2.2 Avaliacao da atividade enzimatica por triagem em microplacas

Ensaios de triagem de alto desempenho em microplacas permitem a
avaliagdo rapida de um grande numero de amostras. Dentre os varios métodos
que permitem o monitoramento de atividade enzimatica, os ensaios envolvendo
substratos fluorogénicos estdo entre os mais utilizados'"”.

As atividades enzimaticas das 110 microbiotas (bactérias e leveduras) e
dos 70 fungos filamentosos obtidos neste trabalho foram avaliadas frente a 9
sondas fluorogénicas (item 4.5, materiais e métodos), totalizando 1620 ensaios
realizados em triplicata. Para os ensaios de deteccdo de hidrolases, foram
utilizadas duas sondas para epoéxido hidrolases (EPH, 5 e 6) e trés para esterases
(EST, 7, 8 e 9). Como controles positivos foram utilizados os didis derivados da
hidrélise dos respectivos substratos (10 e 11). Os ensaios para detec¢cao de mono-
oxigenases (MOx) foram realizados utilizando quatro sondas fluorogénicas (13-
16), sendo que os controles positivos foram os respectivos ésteres derivados das
cetonas (17-20), conforme Figura 18.
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Figura 18. Sondas fluorogénicas e controles positivos utilizados nos ensaios de
triagem em microplacas.

"7 Bessler M.K., Jaeger K.E. Trends in Biotechnol. 2006, 6, 248-250.
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Essa avaliagdo revelou a presenca de lipases, esterases, epoxido
hidrolases e mono-oxigenases em grande parte dos micro-organismos analisados.
Devido ao grande numero de variaveis envolvidas nessa amostragem (sexo,
idade, habitos de higiene e alimentares, uso de medicamentos entre outros)
buscou-se empregar uma abordagem quimiométrica para melhor visualizagéo dos
dados. Entretanto, mesmo apoés a utilizacao de varias ferramentas quimiométricas
como Analise de Componentes Principais (PCA, do inglés, Principal Component
Analysis) e Analise Hierarquica de. Agrupamentos (HCA, do inglés, Hierarchical
Clusters Analysis), nao foi possivel detectar uma correlacdo geral entre todos os
dados obtidos. Desta forma, para auxiliar na visualizagdo dos resultados, as
amostras foram analisadas de acordo com o fototipo de pele (fototipo Il, lll, V, Vl e
de origem asiatica), onde os voluntarios foram agrupados por sexo (homens e
mulheres).
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3.2.2.1 Triagem enzimatica dos consdrcios de bactérias

A Tabela 11 apresenta todos os resultados das triagens enzimaticas
utilizando sondas fluorogénicas para os consorcios de bactérias, agrupados por
sexo e fototipos de pele. Foram considerados como resultados positivos apenas
percentuais de conversao superiores a 5%, em relagao ao controle positivo.

Na avaliacdo da atividade enzimatica, os consércios de bactérias coletados
de mulheres demonstraram uma grande incidéncia de esterases frente a sondas
de cadeia curta (7 e 8) em todos os fototipos analisados. Além disso, os
consorcios exibiram uma alta atividade mono-oxigenase frente a sonda 13,
indicando uma maior preferéncia pela oxidacdo de cetonas aciclicas. Vale ainda
ressaltar os consércios de origem asiatica foram altamente ativos tanto para
esterase (7, 8) como para mono-oxigenases (13), com valores de conversao
superiores aos demais consorcios analisados.

Ja nos consorcios de bactérias coletados de homens foi possivel detectar
esterases em grande parte das amostras, principalmente com as sondas de
cadeia curta (7 e 8). Adicionalmente, a atividade mono-oxigenase frente a cetona
aciclica (13) foi observada em consércios de pele de homens fototipo I, 1ll, V e VI.
No caso dos consoércios de origem asiatica foram observadas baixas atividades
enzimaticas tanto para esterase como para mono-oxigenase, se comparadas as
atividades dos consorcios coletados de mulheres. Nos ensaios de detecgdo de
epdxido hidrolases (5, 6) todos os consorcios de bactérias (mulheres e homens)
apresentaram-se pouco ativos para a sonda de esterase de cadeia média (9).
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Tabela 11. Atividades enzimaticas (% convers&o)® detectadas nos consorcios de bactérias, indicando sexo e fototipo de pele.

Sexo

Mulheres

Idade

22
19
20

#Porcentagem de conversao calculada considerando as intensidades de fluorescéncia dos ensaios ¢om as sondas fluorogénicas com relagcéo a intensidade de fluorescéncia
do controle positivo, amostras consideradas positivas com porcentual de conversdo maior que 5%. ~Fototipo de pele conforme a classificagcao de Fitzpatrick (Il, Ill, V e VI); A,

Consor-
Cio

4NA
S8NA
15NA
33NA
34NA
38NA
5NA
6NA
35NA
36NA
37NA
39NA
7NA
13NA
14NA
25NA
27NA
28NA
24NA
48NA
49NA
50NA
51NA
30NA
31NA
41NA
42NA
43NA

L e
I I
o o
1] 11]
72 -
- 10
31 -
47 35
44 -
i5H e
226 37
23 -
10,0 1,5
09 05

EST (7)

8.9
83,8
19,3

1,1
2,8
52,2
29,5
29,2
1,1
14,7
23,5
3,3
12,1

11,0
21,1

16,8
3,4
7.3
18,6
2,8
99,9
89,7
54,4

EST (8)

53,8
29,3
6,3
1,0
4,3
2,1
54,0
99,9
30,7
16,5
20,5
26,4
30,0
241
11,3
16,5
34,7
4,7
3,0
54,7
19,1
35,2
21,1
4,6
95,7
81,3
83,0

10,1
7,1
15,2
15,9
16,4
14,7
9,9
13,9
5,8
1,5
2,0
2,5
5,8
18,1
2,0
2,1
1,6

voluntarios de origem asiatica. NA, meio &gar nutriente

MOx
(13)

0,4
12,9
99,9
16,6
48,9

5,3

1,2

3,2

1,1
59,6

0,5

4,5

0,8
10,1
99,9
99,9
72,2

MOXx
(14)

2,1

2,2

14,6

4,1
1,3
3,0

1,3

MOXx
(15)

40,5
9,4

4,6
4,9
3,9

3,5
36,2
1,7
5,0

12,2

MOx
(16)
Sexo

1,4
0,3
3.9

14,2
2,4

3,0

Homens
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Idade

22

>

Consor-
cio

N =
A4
> >

3NA
18NA
19NA
20NA
9NA
10NA
11NA
17NA
32NA
12NA
21NA
23NA
26NA
29NA
40NA
22NA
44NA
45NA
46NA
47NA
16NA
52NA
54NA
55NA
56NA
57NA

EPH (5)

30,1

18,9
23,2

EPH (6)

3,1
14,1

EST (7)

23,0
46,1
28,1
1,0
1,6
24,9
21,4
23,1
47,3
27,9
92,9
20,7
49,7
7,4
5,8
6,9
3,3
1,1
1,1
3,7
58,0

EST (8)

9,9
13,0
99,9

2,4

2,0
27,2
17,0
17,0

5,4

1,6

4,1

5,9

6,5
10,8

7,7
20,3
67,1
12,0
79,3
34,3
60,5
33,7

5,0

4,6
14,1

9,4
56,7

EST (9)

45
4,2
6,9
2,5
9.8
6,4
6,2
1,6
1,3
27
1,5
8.8
3,1
27
2,4
1,5
12,9
2,9
2.4
1,6
1,2

MOx
(13)

29,0

4,7
23,2
12,2
13,2
0,8
9,5
0,5
7,2

MOx
(14)

3,8

7,4
3,7
2,2

0,4
3,7
1,1
0,6

MOx
(15)

1,6

17,9
12,1
2,9

4,5

1,2
8,2

11,5

5,2
4,2
38,6

MOx
(16)

7,5
5,0
1,2
2,6

1,1

2,2



3.2.2.2 Triagem enzimatica dos consorcios de leveduras

A Tabela 12 apresenta todos os resultados das triagens enzimaticas
utilizando sondas fluorogénicas para os consércios de leveduras, agrupados por
sexo e os respectivos fototipos de pele. Foram considerados como resultados
positivos apenas percentuais de conversao superiores a 5%, em relagdo ao valor
do controle positivo.

Nos resultados de triagem enzimatica para os consércios de leveduras
coletadas de mulheres pode-se verificar a predominancia da atividade esterase
para sondas de cadeia curta (7, 8) presente em todos os fototipos de pele
analisados, com destaque para as dos fototipos I, Ill e V com valores de atividade
entre 54 e 99,9%, em relagdo ao controle positivo. Evidencia-se também uma alta
atividade epoxido hidrolase para epoxido vicinal (6) em consércios de fototipo I
(36 YMA) e VI (24 YMA e 51 YMA), ainda uma baixa atividade epoxido hidrolase
para epdxido terminal (5) em consércios de diversos fototipos, com maior
ocorréncia em amostra do fototipo VI. Diferentemente dos consércios de bactérias,
a atividade mono-oxigenase nos consorcios de leveduras coletados de mulheres
foi bem menos expressiva, com ressalva para o consércio 25 YMA (fototipo V) que
apresentou alta atividade (95%) frente a sonda aciclica (13).

Analisando os resultados dos consércios de leveduras coletadas de
homens, a atividade epo6xido hidrolase foi observada para o epoxido terminal (5)
em consorcios de fototipos Il, 1l e V, enquanto para epdxido vicinal (6) apenas o
consércio 9 YMA (fototipo Ill) apresentou a atividade mais expressiva (51,2%).
Esterases estdo presentes em grande parte dos consércios, que mostraram mais
atividade frente as sondas de cadeia curta (7, 8), porém com atividade moderada
com a sonda de cadeia média (9). Diferente dos consércios de bactérias coletados
de homens, as leveduras demonstraram menor atividade mono-oxigenase, com
excecao do consércio 10 YMA (fototipo IIl) e 12 YMA (fototipo V) que
apresentaram alta atividade frente as cetonas ciclicas (15 e 16). Além disso, os
micro-organismos coletados de homens de origem asiatica mostraram baixa
atividade enzimatica para as sondas testadas, enquanto que aqueles coletados de

mulheres apresentam uma maior incidéncia de esterases.

65



Tabela 12. Atividades enzimaticas (% conversdo)? detectadas nos consércios de leveduras, indicando sexo e fototipo de pele.

o — o —
Q. ) Q.
w o w T o
28 Il 4YMA = = 1,0 99,9 6,2 = = = = 21 1 1YMA 37 - 11,910,7 26 - - - -
23 Il  8YMA - - 20 390 10 - = = - 2 Il 2YMA 65 11 7,7 299181 - 40 14 -
28 Il 15YMA 42 - 81,5 56 = = > > e 24 Il 3YMA 49 = 46 999 66 - - - =
26 Il 33YMA - - 182 57,3 - 3,7 - - - 29 Il 18YMA 35 - 732157 - 99 - 10 1,1
33 Il 34YMA 26 12 98 2,1 = |- = = = 28 Il 19YMA - - 999228 10 1,0 - = =
44 |l 38YMA 75 11 231 77,8 16 40 - - - 25 Il 20YMA 6,7 - 91,1109 - 25 32 94 14
30 Il 5YMA - - 190 58 248 24 15 - - 29 Il 9YMA 10 512 72 999210 - = = =
26 Il 6YMA = - 1,9 999 13 - - - - 34 Il 10YMA 20,4 - - 10 - - 39 28 826
42 Il 3BYMA 50 2,0 950 113 - - - - 11 37 I 1MYMA - 59 56 164 2,7 1,5 66 23 3,8
26 Il 36YMA 49 89,2 919 8,2 - - - (11,9 | - 30 I 17YMA - - 999 125 - - - - -
25 1l 37YMA - - 999 135 - = > > = 37 I 32YMA - - 41,4762 53 56 - s s
35 Il 39YMA - - 47 54,7 28 23 - - - 22 V 12YMA 122 10 186 83877,2 - 23 91,2 -
w 25 V T7YMA 85 = 85 238 63 - 37 17 06 , 29 vV  21YMA - - 280767 - 90 - s s
$ 42V 13YMA - | - 992 (97 - |- - - - 5§ 28V [23YMA 148 - 55 62 27 - - - -
% 41 V 14YMA 53 = 80 295 - - 14 - = § 29 V 26YMA 39 = - 91 - 111 57 18,7 -
= 34 V 25YMA - - 12,7 17,6 3,4 950 13 82 28 T 24 V 29YMA 23 - 6,7 50,3 - 56 - = -
21 V. 27YMA 3,6 = 876 174 - 94 - - = 24 'V 40YMA - 38 4,0 56,5258 16 - = =
19 V 28YMA - - 8,7 630 13 10,1 - - - 32 VI 22YMA 18 - 984 12,0 - - - 34 -
29 VI 24YMA 59 81,9 999 8,6 - 6,7 16 26 - 26 VI 44YMA 22 = 28 52 7,0 10,6 - = 1,4
28 VI 48YMA 33 31 1,6 - - - 14 - - 36 VI 45YMA - - 15,1 55,7 36,6 - = = =
21 VI 49YMA 13 = 16,6 28,9 - - - - = 21 VI 46YMA - 20 999 7,7 - = = = =
39 VI S0YMA 52 20 920 115 - - 33 162 - 44 VI 47YMA 21 - 999 10,1 - - - - -
28 VI 51YMA 80 88,7 999 115 - 13 20 53 - 26 A 16YMA - = 99 - = =1 = = =
25 A 30YMA 72 - 6,1 28,7 - 42 - - - 24 A 52YMA 13 - - 13 56 - 12 - -
25 A 31YMA - - 64 484 - 30 - = = 22 A 54YMA - 30 56 69 46 51 - = =
2 A 4YMA - 10 191 616 1,1 03 - = = 19 A 55YMA - - 1,1 47 88 - = = =
19 A 42YMA - - 349 759 6,2 6,3 - - = 22 A 56YMA 25 = 22 175 20 - 15 12 =
20 A 43YMA . - 34 375 22 - 15 15 - 22 A 57YMA - - 20,8 45 7,8 68 1,1 55 =
aPorcentagem de conversao calculada considerando as intensidades de fluorescéncia dos ensaios com as sondas fluorogénicas com relagéo a intensidade de fluorescéncia do controle positivo,
amostras consideradas positivas com porcentual de convers&o maior que 5%. "Fototipo de pele conforme a classificagéo de Fitzpatrick (Il 11, V e VI); A, voluntarios de origem asiatica. YMA,

meio agar extrato de levedura.
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3.2.2.3 Triagem enzimatica de Fungos Filamentosos

Diferentemente das bactérias e leveduras que foram analisadas na forma
de consdércios, os fungos filamentosos foram analisados um a um, o que levou a
numeros diferentes de ensaios para cada sexo, onde alguns voluntarios nao estéo
incluidos nesta etapa da triagem por ndo apresentarem crescimento de colénias
filamentosas durante o procedimento da coleta das microbiotas. Neste caso, as
mulheres apresentaram maior niumero de col6nias de fungos filamentosos e maior
diversidade, em comparagdo aos homens. Ainda percebem-se valores menores
de conversao em todas as amostras, se comparados com os valores obtidos para
0s consorcios de bactérias e leveduras, anteriormente analisados.

A Tabela 13 apresenta todos os resultados das triagens enzimaticas
utilizando sondas fluorogénicas para os fungos filamentosos, agrupados por sexo
e 0s respectivos fototipos de pele. Foram considerados como resultados positivos
apenas percentuais de conversao superiores a 5%, em relagdo ao valor do
controle positivo. Para os fungos filamentosos coletados de mulheres foi possivel
verificar alta atividade esterase frente as sondas de cadeia curta (7, 8) onde
podemos destacar os consércios dos fototipos Il, 1ll, V e de origem asiatica. A
presenga de epoxido hidrolases foi observada em fungos do fototipo Il, V e de
origem asiatica. Atividade mono-oxigenase expressiva (39,4 a 99,9%) foi
detectada principalmente em fungos do fototipo V e de origem asiatica, tanto em
ensaios com a sonda cetona aciclica (13) como com as cetonas ciclicas (15 e 16).

Analisando os fungos coletados de homens, a deteccdo de atividade
enzimatica foi bem inferior, se comparados aqueles coletados de mulheres,
inclusive em alguns casos nao foi possivel detectar qualquer atividade. Atividade
esterase (7, 8 e 9) foi a mais observada entre os fungos de homens em todos os
fototipos, sendo que mono-oxigenases frente a sonda contendo cetona ciclica (13)
(3M-1 e 18M) e a sonda contendo ciclohexanona (16) (18M e 19M). Novamente
percebe-se uma diferenca de perfil de atividade entre os fungos filamentosos de
voluntarios homens e mulheres de origem asiatica, onde os fungos coletados de
homens demonstraram uma atividade enzimatica muito baixa, exceto para as

sondas de esterase (7 € 8).
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Tabela 13. Atividades enzimaticas (% conversio)? detectadas nos fungos filamentosos, indicando sexo e fototipo de pele.
Fungo 5

Sex

Mulheres

Ida
28

23

26

44

30

26

42

25

35

25

41
34

21

21

Foto
Il

Vi

A
4M

8M

33
M

38
M
5M
6M

35

37

™

14

25
27

28

Fung
4M

8M-1
8M-2
33M-1
33M-2
33M-3
38M-1
38M-2
5M
6M-1
6M-2
6M-3
35M-1
35M-2
37M
39M-1
39M-2
39M-3
™-1
7™M-2
14M-1
14M-2
25M
27M-1
27M-2
28M-1
28M-2
28M-3
28M-4
28M-5
28M-6
28M-7
49M-1
49M-2
49M-3
49M-4
49M-5

5

1,6

4,3

6

6,1

3,8

7

8

9

36,5 17,7 22

28
10,6
26,2

7,2
34,7

4,6
11,8

25

0,9
17,9

6,7

8,6

28
15,3
28,9

5.4

1,8
45

2,2

8,3
29,0
29,9

6,0
18,3

2.8

1,2
47
14,3
34,4

1,9
17,6
1,3
4,5
3,0
7,6
4,2
3,5
90,5

46,4
20,3
52,2
54,5

45,2

1,0
10,1
2,2
19,0
46,5
26,8
28,0
17,0
22,4
4,1
11,9
16,0
16,9

1,5
3,2
8,2
2,9
2,0

13

5,1
1,4
1,1

16,2

1,9

41
1,8

39,7

4.4
9,9
17,9
39,4
8,6
3,9
2,0

14

1,3

4,8

15

1,1
1,5

24,2

4,7

16,0

15,8
15,6

12,7
5,8
7,5
4,8

16 Sexo Ildad Foto®

2,4

1,0

1,5

2,4

31,1

Mulheres

Homens

21
20
21

25

25
35
22

20

22

24

29
28

29

34
22

28

32
26
36
26
24
22
19
22

22

\

Am
49M
48M
51M

30M

31M
41M
42M

43M

2M

3M

18M
19M

M

10M
12M

23M

22M
44M
45M
16M
52M
54M
55M
56M

57M

49M-6
48M
51M
30M-1
30M-2
31M
41M
42M
43M-1
43M-2

2M-1
2M-2
3M-1
3M-2
18M
19M
9M-1
9M-2
9M-3
10M
12M
23M-1
23M-2
22M
44M
45M
16M
52M
54M
55M
56M
57M-1
57M-2
57M-3
57M-4
57M-5

16,5
2,4

6,2

6

1,3

1,8

4,0
4,8
3,0
5,6

7

1,2
55,6
44,1

46,9
66,0
68,6
16,4

1,1
3,5

1,0
17,9
31,1

2,1

5,0
6,4
7,3
7,3
9,3
16,5
66,4
7.4

2,0
21,2

8

2,8
87,6
77,4

91,2
57,8
99,9

7,8

1,7

1,1
29,0
30,9

15,0
25,1
15,5
11,5
8,1
3,4
24,6
4,9

18,3
58,9
31,2
2,6
99,9

9,4

9

3,5
4,8
1,7
1,0
32,2
9,1
12,2
7,7

1,6
1,0

9,4
15,5
53,8

2,7

0,7

1,0

6,8

2,7
22,1

13

99,9
85,7

3,6
4,0
1,0

2,5
3,3
15,5
1,3
32,3

14

9,6
2,4

1,8

1,6

15

1,2

63,9

3,5

14,3

2,7

1,6

3,8

6,1

2,8

8,3

3,5

6,0
1,3

4,6

3,6

#Percentagem de conversio calculada considerando as intensidades de fluorescéncia dos ensaios com as sondas fluorogénicas com relagio a intensidade de fluorescéncia do controle positivo,
amostras consideradas positivas com porcentual de conversdo maior que 5%. "Foto, fototipo de pele conforme a classificagéo de Fitzpatrick; A, voluntarios de origem asiatica. M, meio agar extrato de

malte...
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Para uma analise geral dos dados, um perfil dos micro-organismos testados
foi elaborado através do calculo do percentual de amostras (bactérias, leveduras e
fungos filamentosos) que apresentaram resultados positivos (valores de atividade
igual ou superiores a 5%) para cada uma das sondas testadas, agrupados por
sexo (mulheres e homens) (Tabela 14 e Figura 19).

Tabela 14. Perfil geral da atividade enzimatica dos consorcios microbianos e dos
fungos filamentosos nos ensaios fluorogénicos.
% amostras ativas de Mulheres % amostras ativas de Homens

Atividade* Sonda
Bactérias ~ Leveduras  Fungos  Bactérias  Leveduras  Fungos

Epoxido 5 14 25 13 33 30 15
Hidrolase (EPH) 6 0 4 4 11 4 4

7 61 89 43 81 59 50
Esterase

8 75 89 49 96 81 50
(EST)

9 39 43 23 15 22 19
Mono-oxigenase 13 50 36 17 19 26 15
(MOx) 14 4 7 4 0 7 0
Mono-oxigenase 15 36 32 9 11 30 12
(MOx) 16 4 21 2 0 7 15

*Percentual de amostras ativas em relacdo ao nimero de consércios de bactérias (55), de
leveduras (55) e fungos filamentosos (70) separados por sexo.

Pode-se observar que grande parte dos micro-organismos testados
apresentaram hidrolases tanto em mulheres como em homens. Esterases foram
as enzimas mais encontradas, sendo que em todos os casos, houve uma
preferéncia pela hidrélise das sondas contendo os grupos propanoila e acetila (7,
8). Além disso, foram encontradas atividades menores frente a sonda contendo o
grupo octanoila (9), indicando a presenca de esterases mais seletivas para a
hidrélise de ésteres de cadeia curta.

Porém, comparando os resultados supracitados com os resultados do
ensaio para lipase (Rodamina, contendo triacilglicerideos do azeite de oliva),
pode-se observar que, grande parte das amostras que apresentaram atividade

esterase também apresentaram atividade lipase. Portanto, as enzimas da
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microbiota da pele humana sao capazes de hidrolisar ésteres de cadeia curta (C2
e C3) e também de cadeia longa (C16, C18 e C20), porém apresentam mais
dificuldade de hidrolisar ésteres de cadeia média (C8).

T m Bactérias (mulheres
100 D)‘c SRy - \)Lu = L. ( )
o b s /EIJ\” i ks mﬂ w Bactérias (homens)
90 ) T

u Leveduras (mulheres)
# Leveduras (homens)
m Fungos (mulheres)

80

70 # Fungos (homens)

60

50

40

30

% de amostras ativas

20

10

Epoxido hidrolases Esterases Mono-oxigenases
Figura 19. Perfil geral da atividade enzimatica dos consércios de bactérias,
leveduras e dos fungos filamentosos nos ensaios fluorogénicos.

Na deteccao de epdxido hidrolases, as bactérias e leveduras coletadas de
homens e as leveduras coletadas de mulheres foram mais ativas nos ensaios com
sonda contendo epdxido terminal (5), enquanto nos ensaios com a sonda de
epdxido vicinal (6) o numero de amostras ativas foi muito baixo, destacando
apenas os consorcios de bactérias de homens com 11% de amostras ativas.
Desta forma, apesar do importante papel das ep6xido hidrolases na detoxificacao
de epoxidos pelas células da pele humana'®, elas podem apresentar uma alta
especificidade ou ainda podem ndo ser expressas pela microbiota residente da
pele humana'.

Nos ensaios realizados para a detecgdo de mono-oxigenases, verificou-se
um maior numero de amostras ativas frente as sondas 13 (cetona linear), e 15
(cetona ciclica de cinco membros). Entre os consércios de bactérias, aqueles
coletados de mulheres foram mais ativos tanto para as sondas 13 e 15, enquanto
nos consércios de leveduras a quantidade de amostras ativas, frente a essas duas

'8 Enayetallah, A.E.; French,R:A.; Thibodeau, M.S.; Grant, D.F. J. Histochem. Cytochem., 2004, 447-454.
19 Smith, C.K.; Hotchkiss, S.A.M. Enzymes and Pathways of Xenobiotic Metabolism in skin. In: Allergic
Contact Dermatitis: Chemical and Metabolic Mechanisms. Taylor and Francis, London, 2001, cap. 4.
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sondas, foi muito semelhante entre mulheres (36 e 32%) e homens (26 e 30%). No
caso dos fungos, o numero de amostras ativas foi bem inferior, onde se destacam
aqueles coletados de mulheres com 17% das amostras ativas para sonda 13 e
coletados de homens com 15% para sonda 13, 12% para a sonda 15 e 15% para
a sonda 16.

Assim, os dados demonstraram que 0s consorcios apresentam atividade
mono-oxigenase para cetonas lineares e ciclicas (preferencialmente frente a
ciclopentanona). Os fungos isolados da pele apresentaram menor numero de
amostras com atividade mono-oxigenase, porém foi detectada mono-oxigenases
capazes de oxidar a sonda 16 (cicloexanona), o que nao foi observado nos
consorcios. Tal sonda foi oxidada por poucos micro-organismos provavelmente
por se tratar de uma cetona ciclica de seis membros, que leva a uma lactona de
sete membros cuja formagédo é menos favorecida, diferentemente da sonda (15),
uma ciclopentanona que frente a mono-oxigenases leva a formacdo de uma

lactona de seis membros, mais favorecida'?.

3.2.3 Conclusao Parcial

As coletas dos consorcios de bactérias, dos consorcios de leveduras e dos
fungos filamentosos da pele demonstraram a grande diversidade microbiana que
pode ser encontrada na pele, com diferengas significativas entre cada coleta e
entre homens e mulheres e entre diferentes fototipos analisados. Entretanto,
devido a grande diversidade e complexidade das amostras avaliadas, as técnicas
utilizadas possibilitaram apenas a construcao de um perfil geral das amostras em
questao.

Assim, a prospeccao enzimatica através de triagem de alto desempenho foi
uma avaliacdo simples e direta do potencial enzimatico da microbiota de pele
humana, onde foi possivel detectar hidrolases e mono-oxigenases nos diferentes
tipos de consoércios e fungos analisados.

20 porto A.L.M. Isolamento e Selecdo de Micro-organismos Brasileiros para Reagbes de Biocatalise e
Producéo de Metabdlitos. Tese de doutorado, Instituto de Quimica, Unicamp, 2002.
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3.3 Diversidade fungica da pele humana: prospeccao e identificacao

taxonomica

A micobiota da pele humana saudavel é muito pouco caracterizada, em
comparagdo com a bacteriana. A maioria dos fungos considerados como membros
da microbiota da pele sdo leveduras principalmente do género Malassezia e
Candida®.

Como ja apresentado no item 3.1, dentre as amostras avaliadas, podemos
verificar que aquelas amostras coletadas de voluntarias mulheres mostraram
maior incidéncia de col6nias de fungos filamentosos, correspondendo a 61% do
total de colbnias, enquanto as amostras oriundas de voluntarios homens
apresentaram um numero menor de colénias de fungos filamentosos (45 UFC)
39% do total de col6nias. A Figura 20 traz alguns exemplos de diferentes colénias

de fungos obtidas nas coletas.

Figura 20. Exemplo de placas Rodac apds a coleta e crescimento de colénias de
fungos filamentosos. Placas de coletas de mulheres: 6M (fototipo Ill), 14M (fototipo
V); 38M (fototipo Il); placas de coletas de homens: 2M (fototipo Il); 12M (fototipo
V); 44M, (fototipo VI).
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Apés o compilamento e avaliacdo dos dados obtidos nos ensaios de
triagens enzimaticas dos consoércios de bactérias e leveduras e dos fungos
filamentosos ficou evidente a grande diversidade dos fungos com atividades
enzimaticas significativas, os quais foram selecionados para identificagcdo através
de técnicas moleculares. Desta forma, foram selecionadas 33 colénias de fungos
filamentosos de pele, os quais foram purificados através de estrias de
esgotamento em placa, a fim de garantir culturas puras para o procedimento de
identificacdo. Com este procedimento, identificou-se que 7 amostras iniciais eram
culturas mistas que levaram ao isolamento de 15 culturas puras. Assim, as 33
culturas iniciais de fungos filamentosos selecionados para identificacdo geraram
41 culturas puras, nomeadas conforme descrito na Tabela 15 e exemplificadas na
Figura 21.

Phoma sp. Aureobasidium sp. Scolecobasidium sp. Epicoccum sp.

Simplicillium sp. Cladosporium sp. Epicoccum sp. Cladosporium sp.

Figura 21. Exemplo da diversidade de espécies fungicas encontradas na pele
humana. M, meio agar extrato de malte; IS, fungo isolado da amostra indicada.
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Tabela 15. Culturas de fungos filamentosos selecionadas para identificacao
taxonémica e a codificacdo das culturas puras.

(=}

N¢ Cédigo Fungo Isolado N2 Cédigo Fungo Isolado

1 2Mm2 2M2 1S1 2 o 28M7-1S1
2 3ui - 23 28M7-1S2
3 6M2 - 24 S 30M1-IS1
4 8Mi - 25 30M1-1S2
5 oM . 2 oo 30M2-1S1
6  9M2 - 27 30M2-1S2
7 9M3 - 28 | 33M3 -

8 10M - 29  35M1 -

9 18M - 30 | 35M2 -

10 23M1-1S1 3 37M-IS1
11 23M1-1S2 32 37M-I1S2

23M1

12 23M1-1S3 33 39M1 -

13 23M1-1S4 34  39M3 -

14 27M1 - 35  42M -

15 28M1 - 36  43M1 -

16 28M2 : 37 44M -

17 e 28M3-1S2 38 45M -

18 28M3-1S2 39 48M -

19  28M4 - 40  49M5 -
20 28M5 - 41 51M -
21 28M6 - -

M, meio extrato de malte para crescimento fungico; IS, fungo isolado.

3.3.1 Identificacao taxonémica e inferéncia filogenética de fungos da pele

A taxonomia do Reino Fungi & extremamente complexa, tendo em vista a
metodologia classica atualmente utilizada para a classificacdo de espécies, que
utiliza caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas para a classificacao
de um individuo em diferentes espécies. Além disso, fases sexuadas
(teleomérficas) e assexuadas (anamorficas) de um mesmo genoétipo sao
classificadas como espécies distintas, e apresentam capacidades distintas de
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compartilhar material genético, resultando em dificuldade na distingdo dos
individuos''.

Neste aspecto, técnicas moleculares de classificacao e identificacdo estao
contribuindo de forma significativa para o entendimento das relagées filogenéticas
entre as diferentes espécies de fungos, além de contribuir para uma melhor
classificacdo das novas espécies que poderiam ser catalogadas em projetos de
analise da biodiversidade'?.

Desta forma, neste trabalho optamos por realizar a caracterizacdo e
identificacdo dos fungos filamentosos isolados de pele humana através de
técnicas de taxonomia molecular (fingerprints e analise filogenética de sequéncias
de DNA ribossomal). Esta etapa do projeto foi realizada em colaboragcdo com a
pesquisadora Dra Lara Durées Sette da Divisdo de Recursos Microbianos (DRM)
do Centro de Pesquisas Quimicas Bioldgicas e Ambientais (CPQBA), Unicamp,
atualmente Prof?2 Dra da UNESP (Rio Claro) sendo que todo o desenvolvimento da
identificagdo por técnicas moleculares foi realizado pela pés-doutoranda Dra
Rafaella Costa Bonugli (DRM, CPQBA). A estratégia adotada para a identificacao
dos principais exemplares de fungos filamentosos isolados de pele humana foi
dividida em duas fases:

a) Avaliacdo de polimorfismo genético pelo método de ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis), a fim de conhecermos a diversidade
genética entre os fungos isolados e determinar uma possivel origem comum entre
eles.

b) Caracterizagcdo taxonémica e analise filogenética dos isolados selecionados
pelo ARDRA e para a comparacdo da sequéncia do organismo-alvo com
sequéncias de organismos representados em bases de dados e aplicagdo de
métodos de analise para inferéncia filogenética.

Os resultados da identificacdo dos fungos encontram-se descritos a seguir,
maiores detalhes sobre a metodologia aplicada e a avaliacao filogenética completa

2! Thompson, F.L. et al. Taxonomia: Microbiana, de Procariontes, de Fungos, de Protozoarios e de Virus.

Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos, Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (CGEE). Disponivel em
www.cgee.org.br/atividades/redirect.php?idProduto=1752. Acesso em 11 de nov. de 2010.

22 3) Kong H. H. Trends Mol. Med. 2001, 17, 320-328. b) Hirsch, P.R.; Mauchline, T.H.; Clark, |. M. Soil Biol.
Biochem. 2010, 42, 878-887.
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encontram-se no relatério emitido pelo CPQBA (Relatério Cientifico - Identificacao
de fungos filamentosos, Anexo V).

3.3.1.1 Avaliagdo de polimorfismo genético pelo método de ARDRA

A avaliagao de polimorfismo genético pelo método de ARDRA foi realizada
utilizando as enzimas de restricado Haell, Rsal e Mspl. Os resultados obtidos pela
técnica de ARDRA revelaram a presenca de 31 ribotipos distintos dentre os 41
isolados analisados (Tabela 16). Desta forma, selecionamos para o
sequenciamento um representante de cada ribotipo distinto (corte = 96% de
similaridade) visando identificagdo taxon6mica e inferéncia filogenética. Os
isolados selecionados para a subsequente etapa de sequenciamento estao
marcados na Tabela 7.

Tabela 16. Ribotipos gerados pela digestao com as enzimas de restricao Haelll,
Mspl e Rsal.

Enzimas 5 e Enzimas 5 ke
Codigo 5 = = 35 328 Codigo 3_ = % 5 2%
= 2 & E &° £= 2 & & 4&°
aM2-181 4[4 1 1 X 28M7-IS1 14 15 13 16 X
3M1 2 2 2 2 X 28M7-1S2 12 16 14 17 X
6M2 1 1 3 3 X 3omi-Is1 48715 8 |18 X
M1 1 1 3 3 30M1-1S2 ---- X
28M1 HERERE 30M2-1S1 15 X
28M2 i1 3 3 30M2-1S2 12 15 3 20
28M3-1s2 1 1 3 3 33M3 12 17 [16 [21 X
8M1 101 4[4 X 35M1 12 17 16 21
M2 1 1 1 35M2 12 17 16 21
9M3 1 4 6 6 X 37M-IST 12 17 16 21
10M R X 37M-IS2 [ 12 [ 18 [ 17 |22 X
18M 4 6 8 8 | X 39M1 12 19 18 23 X
23M1-IsS1 4 6 8 8 39M3 14 (15 (19 (24 X
28M1-IS2. 4 6 8 8 42M 15 21 20 25 X
23M1-1IS3 5 1 7 9 X 43M1 16N 22N SN f28N X
23M1-1S4 6 8 9 10 X 44M 4 22 21 21 X
27M1 6 7 11 X 4sm [ S 22 28 X
o1 [ O O 2 sev [T 2 S 2 X
vt EEEEEEEE X sovs [N I I .
28M5 13 12 14 X 5iv - B Bl X

cove N N .

*As cores representam os diferentes ribotipos localizados; M, meio extrato de malte para crescimento
fungico; IS, fungo isolado.
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3.3.1.2 Caracterizagdo taxonémica e analise filogenética dos isolados
selecionados pelo ARDRA.

A caracterizagdo molecular dos fungos filamentosos representantes de
grupos taxonbémicos distintos (ribotipos distintos) foi baseada na analise de
sequéncias de DNA da regido ITS1-5.8S-ITS2 e/ou regido D1/D2 do DNAr 28S.
Para alguns isolados a regido D1/D2 do rDNA 28S foi também sequenciada
visando a obtencdo de uma identificacdo mais apurada. As sequéncias obtidas
com cada primer foram montadas em um Contig (conjunto de fragmentos que
compde uma sequéncia Unica e representam uma regido do genoma) e
comparadas com as sequéncias de genes de organismos representados na base
de dados do Genbank (http:/www.ncbi.nem.nih.gov) e do CBS

(http://www.cbs.knaw.nl/index.htm).

3.3.1.3 Diversidade geneética e caracterizacdo taxonémica

Fungos representantes de ribotipos distintos (30) dentre os 41 fungos
isolados inicialmente e mais um representante adicionado posteriormente (7M1,
totalizando 31 isolados) foram submetidos ao sequenciamento de DNA e andlise
filogenética, visando a identificacao taxonémica dos mesmos.

Os resultados das analises moleculares revelaram que os isolados
estudados estdo, em sua maioria, distribuidos no filo Ascomycota, incluindo 7
ordens e 9 géneros distintos (Tab. 17): Cladosporium sp., (n=6), Capnodiales;
Exophiala sp. (n=1), Chaetothyriales; Cytospora sp. n=1) Diaporthales;
Aureobasidium sp. (n=3), Dothideales; Penicillium sp. (n=2), Eurotiales;
Simplicillium sp. (n=1), Fusarium sp. (n=1) e Hypocrea sp. (n=1), Hypocreales;
Alternaria sp. (n=2) e Massarina sp. (n=1), Pleosporales. Em adicdo, foram
identificados representantes dos géneros Scolecobasidium sp. (n=1) e Phoma sp.
(n=4) pertencentes ao grupo dos Coelomycetes (fungos anamérficos) e Epicoccum
sp (n=3), pertencente a classe dos Dothideomycetes. Somente um isolado (43M1)
permaneceu como desconhecido. O filo Basidiomycota foi representado por
isolados da ordem Agaricales pertencentes aos géneros Marasmius (n=1), e
Coprinellus (n=1) e pelo género Rhodotorula (n=1), grupo de fungos anamoficos.
Cabe ressaltar que os isolados identificados como Aureobasidium sp. (28M6,
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30M1-1S2 e 48M) e Rhodotorula sp.

leveduriforme.

(28M7-1S2) sao fungos em estagio

Tabela 17. Caracterizacao taxonémica dos isolados selecionados pelo ARDRA.

Codigo Ribotipo

2M2-1S1
3M1
6M2
IM1
28M1
28M2
28M3-1S2
8M1
9M3
10M
18M
23M1-1S1
23M1-1S2
23M1-1S3
23M1-1S4
27M1
28M3-1S1
28M4
28M5
28M6
28M7-1S1
28M7-1S2
30M1-1S1
30M1-1S2
30M2-1S1
30M2-1S2
33M3
35M1
35M2
37M-IS1
37M-I1S2
39M1
39M3
42M
43M1
44M
45M
48M
49M5
51M
7M1

1
2

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Identificacao Final

Alternaria sp.
Alternaria sp.
Epicoccum sp.
Epicoccum sp.
Epicoccum sp.
Epicoccum sp.
Epicoccum sp.
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Exophiala sp.
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Simplicillium sp.
Scolecobasidium sp.
Fusarium sp.
Phoma sp.
Phoma sp.
Massarina sp.
Aureobasidium sp.
Cladosporium sp.
Rhodotorula sp.
Phoma sp.
Aureobasidium sp.
Phoma sp.
Phoma sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Penicillium sp.
Marasmius sp.
Hypocrea sp.
Coprinellus sp.
Cladosporium sp.
NI
Cladosporium sp.
Penicillium sp.
Aureobasidium sp.
Epicoccum sp.
Cytospora sp.
Epicoccum sp.

Ordem ou grupo taxonémico

Pleosporales
Pleosporales

Fungos anamoéficos

Capnodiales
Capnodiales
Chaetothyriales

Capnodiales

Hypocreales
Fungos anamoficos
Hypocreales
Fungos anamoficos
Fungos anamoficos
Pleosporales
Dothideales
Capnodiales
Fungos anamoéficos
Fungos anamoéficos
Dothideales

Fungos anamoficos

Eurotiales

Agaricales
Hypocreales
Agaricales
Capnodiales
NI
Capnodiales
Eurotiales
Dothideales

mitosporic Dothideomycetes

Diaporthales

mitosporic Dothideomycetes

Filo
Ascomycota
Ascomycota

Ascomycota

Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota

Ascomycota

Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Basidiomycota
Ascomycota
Ascomycota

Ascomycota

Ascomycota

Basidiomycota
Ascomycota
Basidiomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota

NI, Nao Identificado. M, meio extrato de malte para crescimento fungico; IS, fungo isolado.



Os resultados obtidos (Tabela 17) demonstraram uma grande diversidade
de fungos filamentosos na pele humana algo que foi surpreendente devido a
avaliacdo anterior da literatura onde foram descritos somente a Malassezia e
Candida como residentes em peles sadias*’*®. E possivel verificar que dentre os
fungos identificados nas coletas de microbiota da pele humana, a maioria provem
de meio ambiental (solo, ar, plantas), enquanto que alguns ja foram citados como
possiveis micro-organismos transientes da pele humana (por exemplo, dos
géneros Epicoccum e Rhodotorula)'®®. Grande parte destes fungos sdo citados
como micro-organismos oportunistas, isto €, podem se tornar patdgenos ao
homem ou a animais em condicdes favoraveis (baixa imunidade, condi¢cdes 6timas
de crescimento, etc.).

Dentre os fungos identificados podemos citar os dematiaceos dos géneros
Alternaria, Cladosporium, Exophiala, Aureobasidium e Phoma, que ocorrem no
solo e nas plantas, sendo também responsaveis por infecgdes humanas e em
animais de estimagdo. Podem, também, provocar micoses subcutaneas e
cutaneas, comumente chamadas de feohifomicoses'® que sdo infeccdes
oportunistas pouco frequentes'?°.

Espécies do género Fusarium, em geral sapréfitas do solo, séo
fitopatbgenos embora algumas espécies, quando em contato com humanos,
podem causar um amplo espectro de doencas (infecgbes cutaneas, alergias e
doencas angioinvasivas). As formas graves ocorrem em pacientes
imunocomprometidos, especialmente em transplantados'®.

Fungos dos géneros Penicillium e Scolecobasidium também sao saproéfitas

do solo, parasitas de plantas e degradadores de material organico, que em contato

128 Noble W.C., The skin microflora and microbial skin disease. Cambridge University Press, United Kigdom,
1993.

2% Grupo de infeccbes causadas por fungos da familia Dematiaceae, a forma clinica mais comum é
subcutdnea e manifesta-se como lesées nodulares, verrucosas ou cisticas, adquirida por implantagcdo
traumatica, ocorrendo em pacientes imunodeprimidos ou n&o.

125 Brakhage A.A., Zipfel P.F Human and Animal Relationships In: The Mycota - A Comprehensive Treatise on
Fungi as Experimental Systems for Basic and Applied Research. Cap. VI, 2nd Edition, Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, 2008.

126 Dignani M.C., Anaissie E. Clin. Microbiol. Infect. 2004, 10: 67—75.
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com humanos, tornam-se oportunistas podendo geralmente causar micoses e

alergia de contato'®’.

3.3.2 Conclusao Parcial

A metodologia utilizada para as analises de avaliacdo de polimorfismo
genético pelo método de ARDRA e identificagdo molecular dos 41 fungos
estudados foi empregada com sucesso, pois permitiu o conhecimento da
diversidade dos isolados, bem como a identificacdo em nivel de género de 28
isolados dentre os 31 submetidos ao sequenciamento e andlise filogenética.

A diversidade fungica caracterizada neste trabalho sinaliza que o ser
humano esta cada vez mais exposto a novos micro-organismos, principalmente de
origem ambiental, que podem alterar a composigdo de sua microbiota normal,
comprometer o0 seu sistema imune e causar diversas doencas. Tais alteracdes
podem ser provenientes do estilo de vida da populagdo atual, incluindo uma
alimentacdao baseada em grandes quantidades de produtos industrializados,
mudangcas nos habitos de higiene (como o uso de cosméticos), maior
sedentarismo proporcionado pelo acesso a tecnologias, 0 aumento da jornada de
trabalho e alto nivel de estresse do cotidiano. Outro ponto crucial € o uso
indiscriminado de medicamentos, como antibiéticos, que pode levar a uma selecao
de micro-organismos resistentes muitas vezes, sendo estes oriundos da prdpria

microbiota do individuo.

27 Fleming R.V., Thomas M.D.J., Anaissie E.J. Infect. Dis. Clin. N. Am. 2002, 915-933.
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3.4 Degradacao de insumos de fragrancias pela a microbiota da pele

mediante multibiorreacao

Para investigar a degradacdo de insumos de fragrancias e também o
potencial biocatalitico da microbiota da pele humana, utilizamos ensaios de
multibiorreacdo, que se baseia na reacdo de um micro-organismo (ou um
consércio microbiano) com varios substratos simultaneamente (item 1.6.7)'%.
Neste trabalho, os ensaios de multibiorreacdo foram realizados com alguns
representantes dos consércios de bactérias, de leveduras e também fungos
filamentosos isolados, os quais foram selecionados por apresentarem maior

atividade enzimatica nos ensaios de triagem de alto desempenho (item 3.2).

3.4.1 Selecao de substratos para ensaios de multibiorreacao

Para os ensaios de multibiorreacdo foram utilizados como substrato uma
série de insumos amplamente empregados em fragrancias, os quais foram
selecionados levando em conta a diversidade estrutural e grupos funcionais
especificos. Isso permitiu associar as atividades enzimaticas expressas pelos
micro-organismos testados com as possiveis rea¢des de degradacdo dos insumos
em questao.

A selecédo de insumos foi realizada a partir de uma lista com mais de 100
compostos comumente utilizados em fragrancias, gentilmente disponibilizada pelo
Nucleo Olfativo da empresa Natura Inovacao e Tecnologia de Produtos e também
pela avaliagdo dos resultados dos ensaios enzimaticos realizados com o0s micro-
organismos da microbiota de pele. Insumos estruturalmente diversos, contendo
grupos funcionais suscetiveis a atividades enzimaticas foram selecionados
compondo um grupo de 6 ésteres para a deteccao de esterases, 6 cetonas para
oxidoredutases e 3 derivados de enxofre para a deteccéo de sulfoxidases.

A pureza de cada um dos insumos selecionados foi avaliada por CG-EM, ja
que muitos podem ser misturas de compostos. Além disso, a degradacao de cada
insumo frente a oxigénio e luz foi previamente avaliada utilizando as mesmas
condicbes dos ensaios de multibiorreagdo (solugdo tampéo fosfato pH 7,
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temperatura de 28°C, agitacao de 200 rpm e tempo de 72 horas). Desta forma foi

possivel selecionar o conjunto de insumos a serem usados.

3.4.2 Biotransformacao de ésteres utilizados em fragrancias

Esteres sdo substancias encontradas na natureza, ocorrendo em plantas e
animais e amplamente utilizadas em aromas e fragrancias, principalmente para
imitar notas de frutas, possuindo caracteristicas olfativas muito importantes.
Entretanto, sua aplicacdo em fragrancias de uso cosmético é limitada, ja que os
ésteres sdo pouco estaveis frente as condicbes da pele humana (pH e
transpiragao), podendo sofrer hidrélise, originando acidos carboxilicos, os quais
possuem muitas vezes odor desagradavel'.

Neste trabalho, a triagem enzimatica para esterases permitiu selecionar
consércios de bactérias e leveduras, além de fungos filamentosos com atividade
enzimatica significativa. Esses micro-organismos foram selecionados para as
multibiorreacdes a fim de verificar as atividades detectadas e também a habilidade
dos mesmos em degradar especificamente os ésteres de fragrancias selecionados
(Tabela 18).

Para a realizacdo das reacdes de biotransformacdo de ésteres foram
selecionados o0s consorcios de bactérias 2NA, 9NA, 20NA e 39NA; os consorcios
de leveduras 3YMA, 25YMA, 27YMA e 38YMA e os fungos filamentosos 7M1,
14M, 30M1, 30M2 e 42M.

128 Rowe, D.J. Chemistry and Technology of Flavors and Fragrances. 2005, Blackwell Publishing Ltd. CRC
Press, Boca Raton, USA.
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Tabela 18. Esteres selecionados para os ensaios de multibiorreacdes'®.

# Estrutura Nome Comercial/ Quimico N2 CAS O”:ttia\‘l a
O
18 N Verdural B extra 41519-23- Frutal
O/\/I isobutirato de cis-3-hexenila 7 (pera, maca)
o Heptilato de alila Frutal
e \/\/\)H{\/ heptanoato de alila lazeE (banana)
@]
)J\ Acetato de hidrocinamila Floral
g O/\/\© acetato de 3-fenilpropila U (mel)
O .
"Ester de abacaxi" Frutal
21 O/\/U\o/\/ 3-cicloexilpropanoato de 2705-87-5 e
alila
O
Laurato de etila Frutal
= ”Mg\o/\ dodecanoato de etila e (metalico)

Salicilato de 3-hexenila

(@]
23 0N (Z)2-hidroxibenzoato de 8- °*4077 '(:é‘;rlzg\rﬁ;g?
oH hexenila

A mistura de ésteres (18-23) foi testada com cada consércio ou fungo
selecionado em um Unico pote reacional (Erlenmeyer). As multibiorreagées foram
realizadas utilizando 5 mg de cada substrato (totalizando 30 mg) e 2 g de células
(massa umida) do micro-organismo em solu¢do de tampao fosfato (pH 7,0). As
reacdes foram monitoradas por CG-EM em intervalos de 24, 48 e 72 horas, sendo
as aliquotas previamente derivatizadas aos correspondentes ésteres metilicos
com diazometano (Parte Experimental, Cap. 5). O perfil cromatografico da mistura
de ésteres de fragrancias utilizadas nos ensaios pode ser visualizado na Figura
22. As reacbes de hidrélise esperadas para cada um dos ésteres encontram-se
representadas no Esquema 5. Os produtos das reagdes foram elucidados através
de seus espectros de massas.

129 Arctander S. Perfum and flavor chemicals (aroma chemicals), V 1-2, Allured Publishing Corporation, USA,
1993.
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Figura 22. Perfil cromatografico da mistura de ésteres (18-23) utilizada nos
ensaios de multibiorreacoes. Espectros de massas de cada éster em anexo (E1-
E6, anexo V).

O

(0]
\Hko/\/\k - \HkOH + Ho/\/i
hidrélise
18 enzimatica 18.1

isobutirato de cis-3-hexenila acido isobutirico  cis-3-hexen-1-ol

O (@]
\/\/\)]\ F \/\/\)J\
0N —— OH + HO
19 heptanoato de alila eﬂgﬁ;’gﬁﬁa 19.1 4cido heptanodico alcool alilico

o o)

20 hidrélise 20.1

enzimatica
acetato de 3-fenilpropila 3-fenilpropanol acido acético

o o]
NS —— AN
© hidrlise OH + HO
21 enzimatica 211
3-cicloexilpropanoato de alila acido 3-cicloexilpropandico  alcool alilico
0 o]

/\/\/\/\/\)J\O/\ hidrc’)lisel /\/\/\/\/\)J\OH

dodecanoato de etila 22 enzimatica acido dodecandico  22-1

(0] (0]
\ —_—
OH 23 enzimatica OH 23.1

salicilato de cis-3-hexenila acido salicilico cis-3-hexenol

Esquema 5. Esteres utilizados nas multibiorreacées e os produtos monitorados.
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Dentre os consorcios de bactérias, podemos destacar o consércio 2NA
(coletado de homem com pele fototipo 1) que hidrolisou a maioria dos ésteres
testados, com excecao do salicilato de cis-3-hexenila (23). Conforme a Figura 23,
podemos observar que o consorcio de bactérias 2NA hidrolisou parte do éster 18
liberando acido isobutirico (ndo detectado na corrida cromatografica) e cis-3-
hexenol (18.1, m/z 100, E-7, anexo V), enquanto o éster 19 foi hidrolisado levando
a formacao do acido heptandico (19.1, m/z 144, éster metilico, E-8, anexo V) e

alcool alilico.
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Figura 23. Cromatograma de ions totais (CG-EM) da multibiorreacao de ésteres
com o consércio de bactérias 2NA (24hs de reacdo). Pl: Padrdo Interno
(benzofenona). Produtos analisados na forma de seus ésteres metilicos
(derivatizacdo com diazometano).

Ja o éster 20 foi totalmente consumido liberando acido acético e 3-
fenilpropanol (20.1, m/z 136, E-9, anexo V), sendo que este ultimo sofreu uma
reacao de oxidacao enzimatica levando a formagao do &cido fenilpropandico (20.2,
Esquema 6). A formacédo o acido 20.2 foi confirmada pelo espectro de massas
(m/z 164, éster metilico, E-10, anexo V). Lembrando que todas as amostras foram
tratadas com diazometano antes da realizacdo da analise por CG-EM. O consorcio
2NA também hidrolisou o éster 21 levando a formacdo do 4&cido 3-
cicloexilpropandico (21.1, m/z 170, éster metilico, E-11, anexo V), enquanto o
éster 22 foi hidrolisado liberando o acido laurico (22.1, m/z 214, éster metilico, E-

12, anexo V) e o éster 23 ndo sofreu qualquer alteracao.
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O
[O]

HO — HO
20.1 oxidacao 20.2

3-fenilpropanol acido-3-fenilpropandico

Esquema 6. Oxidac&o do alcool 20.1 com a formagéo do acido 20.2.

Os ensaios de multibiorreacdo demonstraram que uma alta expressao de
esterases, as quais foram evidenciadas pela hidrélise dos substratos testados,
confirmando assim os resultados obtidos nos ensaios de triagem. Além disso,
permitiram uma melhor avaliacdo do potencial enzimatico dos micro-organismos

analisados frente aos compostos de fragrancias (Tabela 19).

Tabela 19. Biotransformacgédo de ésteres de fragrancias (Tab. 18) por consorcios
de bactérias da pele.

% conversao de 18-23 pelos consércios em 24 horas®

Substrato Produtos®
2NA 9NA 20NA 39NA
HO N
18 /\/I 22 na na nd
18.1

20 " o 63 nd nd 2
O
20 HO 16 72 70 6
20.2
O
21 O/\)LOH 39 4 14 68
211
(@]
21 OH nd 22 61 10
21.2
(@)
22 /\MéLOH 22.1 17 nd nd nd
(@]

23 dOH nd nd 1 na
OH 23.1

a, conversdo percentual calculada pela formula: %GCy= [(Area Produtog x Conc. Pl)/ (Area Ply x Conc.
Substrato)] x100; na, ndo avaliado neste ensaio; nd, ndo detectado; b, produtos analisados na forma
de seus ésteres metilicos (derivatizados com diazometano). NA, consércios obtidos em meio NA
(bactérias).
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A Tabela 19 traz todos os resultados obtidos nos ensaios de
multibiorreacdo com os consércios de bactérias. Em todos os consércios
confirmou-se a presenca de esterases, responsaveis pela hidrélise de compostos
com estruturas quimicas diferenciadas. Os ésteres 22 e 23 foram menos
susceptiveis a reacao de hidrdlise, provavelmente por necessitarem de enzimas
mais especificas ja que o primeiro € um éster de cadeia linear longa e o segundo é
um acido carboxilico ligado diretamente em anel aromatico com hidroxila, o que
pode torna-lo menos compativel com as enzimas em questdo. Enquanto o 3-
cicloexilpropanoato de alila (21) foi hidrolisado por todos os consércios de
bactérias testados.

Reacbes de oxidagdo também foram observadas, como no caso do alcool
primario (20.1) que foi oxidado formando o &cido carboxilico (20.2), indicando a
presenca de alcool desidrogenases. Além disso, nas multibiorreacées com os
consorcios INA, 20NA e 39NA, a hidrélise do éster 21 levou a formacao do acido
carboxilico 21.1 que sofreu uma p-oxidacdo (21.2, Esquema 7), reacao de
oxidagdo de um acido carboxilico em seu carbono B, muito comum no
metabolismo de acidos graxos'. Através do espectro de massas foi possivel
confirmar a formacao o acido 21.2, onde fragmentacdo mostra a perda do radical
metoxila (M-31) (m/z 142, éster metilico, E-13, anexo V).

o) O OH O
oH _ACDH N7 TOH OH
211 oxidacao +H,0
/HADH
0 0 O O
P ACT
H,C~ "OH + OH OH
21.2

Esquema 7. B-Oxidacdo do acido 21.1 com a formacgédo do acido 21.2. ACDH,
enzima acil-CoA desidrogenase; EDH, enzima enoil-CoA hidratase; HADH, -
hidroxiacil-CoA desidrogenase; ACT, enzima acetil-CoA tiolase'3%.

130 a) Kunau, W-H.; Dommes, V.; Schulz, H. Prog. Lipid Res. 1995, 4, 267-342. b) Dutta, T. K.; Harayama, S.
Appl. Environ. Microbiol. 2001, 67, 1970-1974.
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Dentre os consércios de leveduras testados, a Figura 24 mostra o perfil
cromatografico da multibiorreacao de ésteres com o consércio 38YMA (coletado
de mulher com pele fototipo II) nos ensaios de multibiorreagcdo. As
biotransformagdes observadas foram semelhantes as observadas para os
consércios de bactérias. Observa-se a hidrolise de quase todos os ésteres
testados (18-22), sendo que o éster 18 foi hidrolisado liberando o cis-3-hexenol
(18.1), o qual sofreu subsequente oxidacao gerando o &acido carboxilico 18.2
(Esquema 8, m/z 130, E-14, anexo V. O éster 19 também sofreu hidrélise
liberando o &cido heptandico (19.1), enquanto o éster 20 foi quase todo
biotransformado gerando fenilpropanol (20.1), que foi parcialmente oxidado a
acido fenilpropanoico (20.2).

O
HO X [©] HO X
oxidacao
18.1 18.2
cis-3-hexen-1-ol cis-3-acido hexendico

Esquema 8. Oxidacao do alcool 18.1 com a formacao do acido 18.2.

O éster 21 foi totalmente hidrolisado levando a formacao de alcool alilico e

acido 3-cicloexilpropandico (21.1), o acido formado sofreu uma f-oxidacao com a

diminuicdo no numero de carbonos e formagéo do acido 21.2. O éster 22 também

hidrolisou formando o seu acido carboxilico correspondente (22.1). Neste ensaio o
éster 23 também néo foi biotransformado.

g
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Figura 24. Cromatograma de ions totais (CG-EM) da multibiorreagcao de ésteres
com o consorcio de leveduras 38YMA (24h de reacdo). Pl, Padrdo Interno
(benzofenona). Produtos analisados na forma de seus ésteres metilicos (derivatizagao).
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Na Tabela 20 pode-se verificar que as multibiorreacées com 0s consorcios
de leveduras mostraram alguns resultados diferentes dos de bactérias. Observou-
se a hidrélise de quase todos os ésteres testados (18-23), sendo que os ésteres
20 e 21 foram totalmente hidrolisados (91,5% e 98%). Nestes ensaios, as reacoes
de oxidagdo foram mais pronunciadas, j& que além da formacao de acidos
carboxilicos a partir do 3-fenil propanol (20.1), houve a formacdo do acido
carboxilico (18.2) a partir do alcool precursor (18.1). Além disso, também se
evidencia a p-oxidagdo ao éster 21.2 em trés dos quatro consércios testados,
enquanto o éster 23 foi hidrolisado liberando o acido salicilico (23.1, m/z 152, éster

metilico, E-15, anexo V) por dois consdrcios de leveduras.

Tabela 20. Biotransformacgado de ésteres de fragrancias (Tab. 18) por consércios
de leveduras da pele (tempo de 24 horas).
% conversao de 18-23 pelos consércios de leveduras®

b
Substrato Produto 3YMA 25YMA 27YMA 38YMA
X
18 HO“/I na na na 42
18.1
0
18 Z OH na na na 9
18.2
(0]
19 ~o~~ Ay 74 89 nd 3
19.1
20 ", 73 37 41 80
o}
20 HO 19 32 nd 12
20.2
(0]
21 O/\)%H 87 71 nd 71
211
o}
21 OH nd 3 16 27
21.2
o}
22 rgoH 221 97 78 nd 2
(0]
23 dOH 8 5 nd na
oH 231
a, conversdo percentual calculada pela férmula: %Cgy= [(Area Produtoy x Conc. Pl)/ (Area Ply x Conc.

Substrato)] x100; na, ndo avaliado neste ensaio; nd, ndo detectado; b, produtos analisados na forma de seus
ésteres metilicos (derivatizacdo com diazometano). YMA, consorcios obtidos em meio YMA (leveduras).
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Ja nos ensaios realizados com fungos filamentosos destacam-se os
resultados obtidos com o fungo 30M1 (coletado de mulher de origem asiatica).
Neste ensaio pode-se observar a hidrélise dos ésteres 20 e 21 através da
formacao de fenilpropanol (20.1) e do acido 3-cicloexilpropandico (21.1) (Figura
25). Os produtos formados durante a reacao de hidrolise sofreram nova reacao de
oxidacao formando o &cido fenilpropandico (20.2) e o acido cicloexandico (21.2),

respectivamente.

(x1,000,000}

2778 N

211 202
1.00] 181 Cf\/\© 2 Pl 23
o~ 8 ~
075 i a1 3 8
L, O \ i
0so{ HO N 21.2 2
§ 18.2 8 S
8
3 l

75 100 135 180 15 200 25 250 275 300 335 350 315 400 435 450 415
Figura 25. Cromatograma de ions totais (CG-EM) da multibiorreacao de ésteres
com fungo filamento 30M1 (48h de reacgédo). Pl, Padrao Interno (benzofenona).
Produtos analisados na forma de seus ésteres metilicos (derivatizagéo).

Os resultados das multibiorreagbes com os fungos filamentosos foram
semelhantes aos demais (Tabela 21). Entretanto, nestes ensaios pode-se se
detectar a hidrolise do éster 22 por trés dos quatro fungos analisados, em
conversdes que variaram entre 2% e 77%, bem como a hidrélise do substrato 23
pelo fungo 42M. Podem-se destacar também as altas conversdes na hidrélise do
éster aromatico 20 (75% a 97%), além de oxidacdo dos substratos 20 e 21, com

conversodes de 69% e 95%, respectivamente.
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Tabela 21. Biotransformacao de ésteres de fragrancias (Tab. 18) pelos fungos
filamentosos da pele.

% conversao de 18-23 pelos fungos em 48 horas®

Substrato Produtos®
7M-1 14M 30M-1 30M-2 42M
X
18 HONI 33 9 nd 40 na
18.1
O
19~~~ 90 6 nd 6 nd
19.1
20 "0 96 98 28,6 96 75
(0]
20 HO 1 1 69 3 10
20.2
O
21 OH 35 23 1 21 nd
211
O
21 OH nd nd 17 nd 95
21.2
o
22 /\MJQLOH 221 19 77 nd 2 20
(0]

23 dOH na nd nd nd 28
OH 23.1

a, conversdo percentual calculada pela férmula: %Cy= [(Area Produtog x Conc. Pl)/ (Area Pl x
Conc. Substrato)] x100; na, ndo avaliado neste ensaio; nd, ndo detectado; b, produtos analisados
na forma de seus ésteres metilicos (derivatizagdo com diazometano). M, fungos obtidos em meio
MEA.
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3.4.2.1 Conclusao Parcial

Os ensaios de multibiorreacédo de ésteres com os consércios de micro-
organismos de pele bem como os fungos filamentosos isolados mostraram uma
ampla atividade de esterases, responsaveis pela hidrélise de compostos com
estruturas quimicas diferenciadas, e ainda uma atividade éalcool desidrogenase
bem interessante, capaz de realizar a oxidacdo de alcoois primarios, tanto com
cadeia aromatica como alifatica. Este tipo de oxidacdo enzimatica é de relevancia
industrial, por ser aplicavel a uma variedade de alcoois e ainda ndo amplamente

31 a enzima 2-feniletanol desidrogenase é um exemplo de alcool

explorada
desidrogenase que vem sendo muito estudada e que ja foi identificada em
bactérias do género Brevibacterium, comumente encontrada na pele humana'32.

Analisando os resultados das multibiorreagdes pela origem e tipo de micro-
organismos testados, grande parte dos consoércios de bactérias, de leveduras e
fungos testados foi capaz de degradar os ésteres selecionados. Além disso, 0s
consorcios de bactérias obtidos de homens com pele fototipo Il e Ill, os consorcios
de leveduras de mulheres com pele fototipo V e os fungos filamentosos de
mulheres de origem asiatica mostraram maior indice de degradacgéo para todos os
ésteres de fragrancia testados.

Além disso, se avaliarmos os resultados obtidos do ponto de vista olfativo,
durante a execugdo dos ensaios de biocatélise pode-se notar uma mudanca
significativa de odor de cada uma das reacdes, destacando-se a nota marcante do
alcool alilico devido ao odor pungente que remete a alho, além dos acidos
carboxilicos liberados que também tem um odor graxo caracteristico e muitas
vezes desagradavel, como exemplos o &cido isobutirico (odor rancoso),
heptandico (odor azedo) e laurico (odor de gordura c6co).

3! Hirano, J-1.; Miyamoto, K.; Ohta, H. Tetrahedron Letters, 2008, 49, 1217—1219.
132 Buhler, B.; Witholt, B.; Hauer, B.; Schmid, A. Appl. Environ. Microbiol., 2002, 68, 560-568.
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3.4.3 Biotransformacao de cetonas utilizadas em fragrancias

As cetonas sdo importantes na industria de aromas e fragrancias, sendo
responsaveis pelas principais notas florais usadas atualmente, além de algumas
notas doces e frutadas. Os substratos usados nos ensaios de multibiorreacao
foram selecionados entre inUmeras cetonas sintéticas mais comumente utilizadas
em fragrancias com notas florais, que formam um grupo de seis cetonas aciclicas
e ciclicas com estruturas quimicas variadas (Tabela 22).

A modificacdo enzimatica da nota floral que essas cetonas representam
pode ser ocasionada principalmente pela reducao da carbonila a alcool por alcool
desidrogenases e pela oxidacdo da cetona a éster ou lactona por Baeyer-Villiger
mono-oxigenase. Assim as triagens enzimaticas anteriores serviram de suporte
para a selecdo dos micro-organismos para 0s ensaios de multibiorreacdo, os
consorcios de bactérias 9NA, 20NA e 40NA; consércios de leveduras 3YMA,
25YMA, 27YMA e 38YMA,; os fungos filamentosos 7M1, 28M7-1S1, 30M1, 30M2 e
42M.

Tabela 22. Cetonas selecionadas para os ensaios de multibiorreacdo'.

# Estrutura Nome Comercial/Quimico N2 CAS Nota Olfativa
0 . ;
24 /\/(/\)\)J\ Metil nonil cetona 112-12-9 FIorale'
5 undecan-2-ona (rosa, iris)
(@) 0
25 Quintona 4819-67-4 ol
2-pentilciclopentanona (jasmin, doce)
o) . ..
26 Dudro.lsc.)Jasmona 95-41-0 .FIoraill/Verde
2-hexilciclopent-2-en-1-ona (jasmin, verde)
n Diidro-a-ionona Floral
27 4-(2,6,6-trimetilcicloexil)-2- 31499-72-6 o
(iris, violeta)
butanona
(0]
28 Muscona 541-91-3 MuSK
3-metilciclopentadecanona (almiscar)
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As multibiorreagbes foram realizadas utilizando a mistura de cetonas (24-
29) (5 mg de cada substrato, totalizando 20-30 mg) e 2 g de células (massa
Uumida) do micro-organismo em solucao de tampao fosfato (pH 7,0). As reacdes
foram monitoradas por CG-EM por aliquotas em intervalos de 24, 48 e 72 horas
(Parte Experimental, Cap. 5). O perfil cromatografico da mistura de cetonas de
fragrancias utilizadas nos ensaios pode ser visualizado na Figura 26.
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Figura 26. Perfil cromatografico da mistura de cetonas (24-28) utilizada nos
ensaios de multibiorreagdes. Espectros de massas de cada cetona em anexo (E-
16-E-20, anexo V).

Dentre os ensaios de realizados, a Figura 27 traz o cromatograma da
multibiorreacao de cetonas com o fungo filamentoso 42M (coletado de uma mulher
de origem asiatica). Este fungo promoveu a reducédo da 2-undecanona (24) com a
formacao do 2-undecanol (24.1, Esquema 9, m/z 172, E-21, anexo V) e da 2-
pentil-ciclopentanona (25) formando o respectivo alcool (25.1, Esquema 10, m/z
156, E-22, anexo V), onde os espectros de massas demonstraram a perda de
agua, caracteristica de alcoois (M-18). Os demais substratos testados néao
sofreram qualquer tipo de biotransformacéo.
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Figura 27. Cromatograma de ions totais (CG-EM) da multibiorreacdo de cetonas
pelo fungo filamentoso 42M (48h de reagéo). Pl, Padrdo Interno (benzofenona).

/\/\/\/\)?\ /\/\/\/\)Oi
24 24.1

Esquema 9. Reducao da cetona 24 com a formacao do alcool 24.1.

o) HO, HO
/\/\b /\/\D + D
/\/\\\"
25 cis-25.1 trans-25.1

Esquema 10. Reducao da cetona 25 com a formacao do alcool 25.1.

O ensaio de multibiorreacdo de cetonas com o fungo 30M1 (coletado de
uma mulher de origem asiatica) também apresentou resultados interessantes. A
Figura 28 mostra o perfil cromatogréafico do ensaio de cetonas onde se observou a
biotransformacao da 2-pentilciclopentanona (25), tanto por reacdo de reducéo
para formagdo do alcool 25.1 quanto por oxidagcédo levando a formagédo da &
decalactona 25.2 (Esquema 11, m/z 170, E-23, anexo V). A presenca da lactona
25.2 foi confirmada através de comparacao com padrao comercial e também pela
avaliacao do espectro de massas, onde o ion molecular tem um acréscimo de 16

u.m.a., o que corresponde a um atomo de oxigénio.
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Figura 28. Cromatograma de ions totais (CG-EM) da biotransformacao de cetonas
pelo fungo filamentoso 30M2 (72h de reagéo). Pl, Padrédo Interno (benzofenona).

0]
O
/\/\b O
25 25.2

Esquema 11. Oxidacao da cetona 25 com a formacao da 6-decalactona 25.2.

Os resultados gerais das multibiorreagdbes com cetonas de fragrancias
podem ser visualizados na Tabela 23, sendo que os consorcios 9NA, 40NA,
3YMA, 25YMA e 27YMA e o fungo filamentoso 7M-1 ndo apresentaram atividade
frentes aos substratos testados e, por isso, ndo se encontram descritos. De modo
geral, a undecanona (24), uma cetona de cadeia linear, foi reduzida levando a
formacao do alcool correspondente (24.1) com destaque para os fungos
filamentosos 28M7-1S1 e 42M que mostraram altas conversdes para a reducao
deste substrato (85 e 64%). A 2-pentilciclopentanona ciclica 25, por sua vez,
sofreu redugdo com formagao do respectivo alcool (25.1), com conversao de
40,7% pelo consércio de leveduras 38YMA.

Nos ensaios efetuados foram detectadas apenas uma reacdo de oxidacao
da pentilciclopentanona (25) levando a formacao da correspondente lactona (25.2)
com conversdes de 6% com o fungo filamentoso 30M2.
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Tabela 23. Biotransformacdes observadas nas multibiorreagcdes de cetonas com
consorcios de bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

% conversio de 24 e 25 pelos micro-organismos?®

Hiellites 20NA  38YMA  28M74S1  30M1  30M2  42M
(24h) (24h) (48h) (48h)  (48h)  (48h)
OH
AN 30 4 2 3 6 e
24.1
HO,
) M nd 2 3 79
25.1
O
N\/Oij nd nd nd nd 6 5
25.2

a, conversdo percentual calculada pela férmula: %Cy= [(Area Produtoy x Conc. Pl)/ (Area Ply x Conc.
Substrato)] x100; nd, ndo detectado; NA, consércios obtidos em meio NA (bactérias); YMA, consorcios
obtidos em meio YMA (leveduras); M, fungos filamentosos obtidos em meio MEA.

A fim de avaliar a seletividade da biorreducdo da cetona 25, o alcool
racémico foi obtido pela reducdo da 2-pentilciclopentanona com boroidreto de
sodio, sendo que os isdmeros cis-25.1 e trans-25.1 foram isolados por coluna
cromatografica e analisados por CG-EM (Esquema 9, m/z 156), RMN de 'H, de
3G, DEPT 90° e 135° (espectros E-28 a 33 anexo VI).

A diferenciagdo entre os isébmeros cis- e trans-25.1 foi realizada pela
comparacao dos deslocamentos quimicos do espectro de RMN de *C com dados
da literatura. Segundo o estudo realizado por Ritchie e colaboradores'™, em anéis
de cinco membros (ciclopentanos) o efeito estereoeletrénico (orientagdes CHs-CH,
e CH3-OH) é responsavel pela protecdo dos C-1 e C-2 do isbmero cis em relagéo
aos mesmos carbonos do isémero trans- (Fig. 29).

138 Ritchie, R.G.S.; Cyr, N.; Korch, B.; Koch, H.J.; Perlin, A.S. Can. J. Chem., 1975, 53, 1424-1433.
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Figura 29. Deslocamentos quimicos de ciclopentanol cis-/trans-disubstituidos'3.

Tabela 24. Dados espectroscopicos de RMN de 1H e 13C para os
diasteroisdmeros cis- e trans-25.1 (Anexo VI, E-28 a 33).

HO, HO,
C# AL E 1V9\V7\‘i\
(+/-)-cis-25.1 (+/-)-trans-25.1
Sc Su (mult., J) Sc Su (mult., J)
C1 749 4,16 (m; 1H; CH-OH) 79,3 3,80(q, 5 % Ell;z; 1H;CH-
C2 45,8 1,46 — 1,90 (m; 7H) 48,4 1,41-2,00 (m, 8H)
34,7;32,2; 34,6; 33,8;
. 29,1;28,7; _ 32,1; 30,0; _
C3-9 28.3. 22 6. 1,2 — 1,45 (s; 9H) 27,0 226 1,05-1,4 (m, 8H)
21,8 21,8
C10 14,0 0,92 (t; 3H; 6,5Hz) 14,0 0,87 (t; 3H; 6,5Hz)

*Devido & superposicdo dos sinais de RMN-'H dos metilenos, as atribuicbes dos mesmos nao
foram realizadas, assim a tabela apresenta apenas a faixa de deslocamento quimico em que
ocorrem.

Durante a avaliagdo dos espectros de RMN de '*C (Tab. 24, espectros E-24
a 29, anexo |V) dos diasterecisbmeros do 2-pentilciclopentanol, separados por
coluna cromatografica foi possivel observar que o diasterecisémero cis apresentou
sinais dos carbonos C1 (74,9 ppm) e C2 (45,8 ppm) mais protegidos, enquanto
que no isdbmero trans, 0s mesmos carbonos eram mais desprotegidos (C-1; 79,3
ppm) e (C-2; 48,4 ppm). Este efeito foi consistente com os dados da literatura'?.
Estes dados associados as analises de cromatografia CG-DIC quiral das fragdes
contendo os diasteroisdmeros permitiram identificar o isébmeros cis-25.1 com
tempo de retencédo de 20,510 e 20,082 min. e frans-25.1 com tempos de retencao
de 21,495 e 22,245 min., conforme mostra a Figura 30.
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Figura 30. A, Cromatograma CG-DIC quiral da mistura cis/trans do 2-
pentilciclopentanol 25.1 obtido por redugcdo quimica. B, Cromatogramas CG-DIC
quiral do cis-25.1 e do trans-25.1 separados por coluna cromatégrafica. Condigoes
de anélise: 100 — 110 °C (r= 0,3 °C min™"), 180 °C (r=30 °C min™) espera de 5 min. T
injetor = 200 °C, T detector = 240 °C, Fluxo constante = 1 mL min™'. Coluna: Chrompack
CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Visando avaliar a seletividade das reagdes observadas, foram selecionados
consércios de bactérias e leveduras e fungos isolados para serem reavaliados
frente cetona 25 para monitorar a formagéo do alcool 25.1 levando em conta a
diastereosseletividade e enantiosseletividade da biotransformacéo. Neste caso, as
reacdes biocataliticas foram realizadas na presenca de um unico substrato, sendo
0s ensaios executados nas mesmas condicdes dos anteriores. A Tabela 25
apresenta os resultados obtidos para os ensaios de biotransformacdo da 2-
pentilciclopentanona (25) pelo consércio de leveduras (38YMA) e 4 fungos

filamentosos.
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Tabela 25. Excesso enantiomérico (% ee) e razdo diastereocisomérica (% rd)
observada para reducao da cetona 25.

HO
Biocatalisador /\/\D
(48h) 25.1

ee (cis)? ee (trans) ® rd (cis: trans)®
38YMA 50 62 15:85
30MH1 3 16 91:9
30M2 39 >99 77 133
42M 99 97 18 :82

a, excesso enantiomérico calculado pela formula: e.e.= [(A-B)/(A+B)] x 100, onde A e B séo as areas de cada
enantibmero medidas no final da reagdo; b, razdo diasteroisomérica calculada pela férmula % r.d. = [(ZArea
A+A’) | (Zarea (A+A’+B+B’)] x 100. YMA, consorcios obtidos em meio YMA (leveduras); M, fungos filamentosos
obtidos em meio MEA.

Os dados da Tabela 25 mostram resultados interessantes de seletividade,
onde a biorreducédo da cetona 25 com o fungo filamentoso 30M2 (coletado de
mulher asiatica), apresentou uma alta enantiosseletividade para um dos
enantibmeros do alcool trans-25.1 (>99%), entretanto a razdo diasterecisomérica
foi maior para o alcool cis-25.1 (77 : 33) e a conversdo neste caso foi de apenas
2%. Ja com o fungo 42M (coletado de mulher asiatica), a conversao foi alta
(78,5%), a enantiosseletividade para os dois alcoois também foi alta (cis, ee= 99%
e trans, ee=97%) e a razao diastereoisomérica foi maior para o alcool trans-25.1

(82:12).

Z

22248

HO,

/\/\\\D

(+/-) trans-25.1

A D R

25

13164

(+1-) cis-25.1

w

Figura 31. Cromatograma CG-DIC da reducédo da cetona 25 pelo consorcio de
leveduras 38YMA. Condicdes de analise: 100 — 110 °C (r=0,3 °C min™"), 180 °C (r=30 °C
min™') espera de 5 min. T injetor = 200 °C, T detector = 240 °C, Fluxo constante = 1 mL
min™'. Coluna: Chrompack CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 um).
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A Figura 31 apresenta ainda os resultados obtidos com o consércio de
leveduras 38YMA (coletado de mulher fototipo II) que promoveu a reducdo da
cetona 25 com a formagcdo do o alcool frans-25.1 com bons niveis de
diastereosseletividade (85 : 15) e uma conversao de 40,7%. Entretanto, uma baixa
enantiosseletividade foi observada (ee=62%).

Os resultados dos ensaios de multibiorreacdo com cetonas de fragrancias
mostram maior ocorréncia de reacdes de reducao, principalmente frente a cetonas
25 e 26. Diferente do esperado, os produtos de oxidagdo das cetonas quase néo
foram observados. Esta auséncia de produtos de oxidagcao por BVMO na maioria
das reaclOes testadas pode ser justificada pela maior velocidade da reacédo de
reducao, formando alcoois das cetonas correspondentes frente as reacbes de
oxidacao. Outra possivel causa é a condi¢do reacional empregada nos ensaios
podem que pode ndo ser adequadas para as reagdes de oxidagao por BVMO.

Sabe-se que o processo de oxidacdo enzimatica por BVMO com células
integras, é limitado pelo suprimento de oxigénio, a estabilidade do biocatalisador e
sua inibicdo pelo substrato e/ou produto formado'*. Além disso, muitos micro-
organismos podem expressar hidrolases e alcool desidrogenases que podem,
respectivamente, degradar a lactona formada e/ou promover a reducado do
substrato (cetona)'°.

Portanto, existe uma necessidade de avaliar condigdes experimentais que
sejam mais adequadas para a promoc¢ao de reacoes de BVMO, utilizando células
integras de fungos. Neste contexto, nosso grupo de pesquisa esta desenvolvendo
um estudo para avaliar fatores como concentracdo do biocatalisador,

concentracdo do substrato e aeracdo em reacdes de oxidagdo enzimatica'®.

134 a) Woodley, J. M. Org. Process Res. Dev. 2008, 12, 660-665. b) Hilker, I.; Baldwin, C.; Alphand, V.;
Furstoss, R.; Woodley, J.; Wohlgemuth, R. Biotechnol. Bioeng. 2006, 93, 1138-1144. c) Doig, S. D.; Avenell,
P. J.; Bird, P. A.; Gallati, P.; Lander, K. S.; Lye, G. L.; Wohlgemuth, R.; Woodley, J. M. Biotechnol. Prog. 2002,
18, 1039-1046.

135 gisch, H.; Morley, K.; Lau, P.C.K. Chem. Rev. 2011, 111, 4165-4222.

% Porto, C.; Gongalves, C.C.S.; Sette, L.; Bonugli-Santos, R.C.; Zampieri, D.S., Marsaioli, A. J. Baeyer-
Villiger Monooxygenases (BVMO) from Human Skin Fungi. Sumetido para: Journal Catalysis B: Enzymatic,
Edicdo Especial Biotrans, 2011.

101



3.4.3.1 Concluséo parcial

Os ensaios de multibiorreacdo das microbiotas (bactérias e leveduras) e
fungos filamentosos com cetonas evidenciaram uma presenca mais significativa
de oxidoredutases capazes de reduzir a 2-undecanona (24) e a 2-
pentilciclopentanona (25). Apenas o fungo filamentoso 30M2 apresentou uma
pequena atividade BVMO para 25. A nao obtencao do produto de oxidagao por
BVMO na maioria das reagdes testadas pode ser justificada pela maior velocidade
da reacao de reducéao, formando alcoois das cetonas correspondentes.

Avaliando os resultados obtidos do ponto de vista olfativo e de aplicagao de
fragrancias, as reagdes de redugdo levaram a formacdo de produtos com
caracteristicas olfativas muito diferentes dos substratos originais. No caso da
cetona 24 (floral), o alcool formado tem um odor que remete a rosa, mas com um
fundo graxo, rangoso. Ja no caso da cetona 25, com nota floral (jasmim), ao sofrer
a reacao de reducao forma um alcool correspondente com uma nota olfativa floral
verde. Por sua vez, a reacdo de oxidacao leva a formacdo da lactona derivada
com uma nota frutada de péssego cremoso.

Se avaliarmos os resultados obtidos levando em conta os dados de coleta
dos micro-organismos, podemos verificar que as cetonas 24 e 25 foram reduzidas
por micro-organismos coletados de mulheres representantes do fototipo II, V e de
origem asiatica. Ainda podemos destacar as representantes de origem asiatica
que foram as uUnicas a promoverem a oxidacdo, mesmo que com baixas
conversbes de 25. Estes resultados podem indicar que pessoas com pele
classificadas nestes fototipos podem ter maior propensao a degradar estes
insumos.

Uma vez que as cetonas avaliadas neste trabalho sdo comumente usadas
em fragrancias, as reacdes de biotransformacdo detectadas podem alterar
significativamente o perfil olfativo do produto durante o uso, principalmente para as
cetonas 24 e 25. Por outro lado, os resultados enfatizam que a maioria dos
produtos de perfumaria no caso das cetonas aqui testadas nao foram
biotransformadas por micro-organismos da pele, o que € um atributo desejavel, se
avaliar a estabilidade destes ingredientes ao metabolismo da pele humana e de
sua microbiota.
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3.4.4 Biotransformacao de derivados de enxofre de fragrancias

Ingredientes derivados de enxofre sdo insumos de aromas e fragrancias
extremamente potentes, usados em concentragdes muito baixas, ja que o sistema
olfativo humano consegue captar quantidades muito pequenas destes
(concentragcdes em ppb). Sao responsaveis pela caracterizacdo de diversos
odores naturais, como frutas, carne, alho e café. Para a realizacao dos ensaios de
multibiorreacdo foram selecionados trés derivados de enxofre (Tabela 26),
comumente utilizados em composicoes de fragrancias muito aplicadas em logées,
xampus, condicionadores e sabonetes.

A alteracdao enzimatica de compostos derivados de enxofre pode ocorrer
principalmente pela oxidacdo do enxofre para sulféxido ou sulfona por mono-
oxigenases. Desta forma, os ensaios de triagem enzimatica realizados
anteriormente levaram a selecdo dos micro-organismos para 0s ensaios de
multibiorreacdo. Para a realizacao das reacdes de biotransformacao de derivados
de enxofre foram selecionados os consércios de bactérias 9NA, 20NA e 40NA, os
consorcios de leveduras 10YMA, 25YMA e 38YMA, além dos fungos filamentosos
7M1, 28M7-is1, 30M1, 30M2 e 42M.

Tabela 26. Derivados de enxofre selecionados para o0s ensaios de
multibiorreacao'.

Cad Estrutura Nome Comercial/Quimico Ne CAS Nota Olfativa
) Oxano citrico (pomelo,
29 Q\/\ 2-metil-4-propil-1,3-oxatiano 59323-76-1 maracuja)
30 )\(/N I\/.Ietlazoll- pessego 15679-13-7 verde, frutal
L \/)” 2-isopropil-4-metiltiazol (cassis)
"Pirimidina - pipoca" « .
N7
31 |%s 2-metil-5,7-diidrotienc[3,4-  36267-71-7 9(0‘:";‘:;‘1
N d]-pirimidina PIP
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A mistura de derivados de enxofre (29-31) foi testada com cada consoércio
ou fungo selecionado em um Unico pote reacional (Erlenmeyer). As
multibiorreacdes foram realizadas utilizando 5 mg de cada substrato (totalizando
15 mg) e 2 g de células (massa umida) do micro-organismo em solugéo de tampao
fosfato (pH 7,0). As reacdes foram monitoradas por CG-EM com aliquotas obtidas
em intervalos de 24, 48 e 72 horas. O perfil cromatografico da mistura de
derivados de enxofre utilizadas nos ensaios pode ser visualizado na Figura 32. Os

produtos das reagdes foram elucidados atraves de seus espectros de massas.
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Figura 32. Perfil cromatografico da mistura de derivados de enxofre (29-31)
utilizada nos ensaios de multibiorreacoes. Espectros de massas de cada derivado
de enxofre encontram-se em anexo (E-24 a E-26, anexo V). PIl, Padrdo Interno
(benzofenona).

Dentre 0s micro-organismos testados, podemos destacar o fungo
filamentoso 30M1 (coletado de mulher de origem asiatica), que apresentou 6timos
resultados para biotransformacdo de derivados de enxofre de fragrancia. Na
Figura 33 observa-se que ele foi capaz de oxidar os isbmeros cis- e trans- do 1,3-
oxatiano (29), formando os sulféxidos correspondentes (Esquema 12, m/z 160,
espectro E-27, anexo V) com uma conversao de 90%. Os substratos 30 e 31 néao
foram oxidados pelo fungo 30M1.
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Esquema 12. Reacado de oxidacao do cis-29 com a formagéo dos sulfoxidos 2,3-
trans-3,4-trans-29.1 (oxigénio frans em relacdo aos grupos alquila) e 2,3-cis-3,4-
cis-29.1 (oxigénio cis em relacdo aos grupos alquila). Somente o isémero
majoritario do oxano foi monitorado nas reacgoes (cis-29).
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Figura 33. Cromatograma de ions totais (CG-EM) da multibiorreacao dos
derivados de enxofre (29, 30 e 31) com o fungo filamentoso 30M1 (72h de
reagdo). Pl, Padrdo Interno (benzofenona). (x) Picos relativos a degradacéo de um
contaminante presente no insumo comercial de fragrancia (oxano).

O consorcio de bactérias 20NA (coletado de homem fototipo II) também
oxidou o 1,3-oxatiano (29), levando a formacdo do sulféxido 29.1 com uma
conversao de 87% (Fig. 34). Neste ensaio ficou evidente que o consércio foi capaz
de formar um diasterecisbmero majoritario do sulféxido que correspondente ao
composto 29.1. Os substratos 30 e 31 também ndo foram oxidados pelo consorcio
20NA.
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Figura 34. Cromatograma de ions totais (CG-EM) da biocatalise de 29 com o
consorcio de bactérias 20NA (72h de reacdo). Pl, Padrao Interno (benzofenona).
(x) Picos relativos a degradacdo de um contaminante presente no insumo
comercial de fragrancia (oxano).

A Tabela 27 traz os resultados das multibiorreagbes com 0s micro-
organismos selecionados, e apresenta o percentual de conversao de cada um dos
substratos testados. Os consércios de leveduras 10YMA, 25YMA e 38YMA néo
apresentaram atividade frentes aos substratos testados e, por isso, ndo se
encontram descritos. A maioria dos micro-organismos testados foi capaz de oxidar
0 substrato 29 com boas taxas de conversdo, com destaque para o consércio de
bactérias 20NA (65% de conversdao) e o fungo filamentoso 30M1 (90% de
conversdo). Nenhum dos micro-organismos testados foi capaz de oxidar os
substratos 30 e 31, algo justificavel ja& que estes compostos heterociclicos séao
bastante estaveis e apresentam atividade antimicrobiana'’, o que provavelmente
limita a biotransformacao dos mesmos pelos micro-organismos. Além disso, néo
encontramos relatos na literatura sobre os produtos de oxidacao destes sulfetos
30 e 31.

137 a) Sadek, B.; Moawia Mohammad, M.; Fahelelbom, K. M. S. Molecules, 2011, 16, 9386-9396.
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Tabela 27. Biotransformacdo dos derivados de enxofre por consorcios de
bactérias e fungos filamentosos.

% Conversao dos substratos 29-317 (72h)

Caod. Produtos 28M7-

9NA 20NA 40NA 7M1 is1 30M1 30M2 42M

O/j\/\

29.1° )\é 57% 87% 2% 51% 67% 90% 50% 52%
|
@)

S
30.1 ,é;\( nd nd nd nd nd nd nd  nd
N

NT X P
31.1 )I\ _ S-0 nd nd nd nd nd nd nd nd

a, conversdo percentual calculada pela férmula: %Cy= [(Area Produtoy x Conc. PI)/ (Area Ply x Conc.
Substrato)] x100; nd, nao detectado; NA, consércios obtidos em meio NA (bactérias); M, fungos filamentosos
obtidos em meio MEA.

O substrato 29 € amplamente utilizado na industria de fragrancias, a sua
oxidacao leva a alteracao significativa de sua caracteristica olfativa e o estudo de
biotransformacgdes utilizando este substrato pode ser de grande importancia para
o desenvolvimento de novos produtos. O sulféxidos 29.1 oriundo da oxidacao de
29, também ja foi citados em estudos envolvendo novas fragréncias e na
avaliacdo de odores naturais de frutas como maracuja'®®, sendo que cada um dos
seus isdmeros possui diferentes caracteristicas olfativas'®.

Como os produtos de oxidagdo possuem trés centros estereogénicos
podem ser obtidos oito diasterecisémeros diferentes (Figura 35). As reacdes
foram analisadas por cromatografia quiral, com o intuito de avaliar a seletividade
da oxidagdo do substrato 29 para os correspondentes diastereoisbmeros do
sulféxido 29.1.

138 Singer, G.; Heusinger, G.; Fréhlich, O.; Schreier, Mosand|, A. J. Agric. Food. Chem. 1986, 34, 1029-1033.
139 Mosandl, A.; Heusinger, G., Liebigs Ann. Chem. 1985, 1185-1191.
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Figura 35. Diastereoisdmeros do sulfoxido 29.1 formados a partir do cis-29.

O estudo desenvolvido por Singer e colaboradores'® mostra que a oxidacao
do isbmero cis-29 mediada por periodato de sodio é diastereosseletiva e leva a
formagédo de uma proporcdo de 75:25 entre os possiveis isbmeros do sulfoxido
29.1 (Fig. 35). A justificativa esta baseada no fato de que o oxano em solucéo,
adota uma conformagao preferencial, com os grupos alquila (metila e propila) na
equatorial e o grupo sulfeto permanentemente na axial (termodinamicamente
favoravel)''.

Com intuito de determinar a configuragcédo relativa dos produtos formados
nas reacoes de biocatalise, uma mistura de diastereoisdmeros do sulféxido 29.1
foi sintetizada através de oxidacdo com periodato de sddio, utilizando o insumo
comercial como substrato (mistura cis/trans-29, 10:1). Assim, foi possivel
confirmar que a reagdo quimica € seletiva, com a formacdo majoritaria de dois
diastereoisdbmeros do sulféxido. Um fracionamento em coluna cromatografica
levou ao isolamento de um deles, o qual foi analisado por CG-EM (Esquema 12,
m/z 176), RMN de 'H, de *C, DEPT 90° e 135° (Tabela 29, espectros E-34 a 36,
anexo VI).

140 Slnger G.; Heusinger, G.; Mosandl, A.; Burschka, C. Liebigs Ann. Chem. 1987, 451-453.
* Pihlaja, K., Sillanpaa, R., Dahlqwst M., Stajer, G., Ahlgren, M. Struct. Chem., 1993, 4, 203-210.
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Tabela 29. Dados espectroscopicos de RMN de 1H e 13C para o isbmero de 29.1
isolado, em comparacao com dados da literatura™®.

Cn

C-2

C-6

C-4

C-5

C-7
C-8

C-9

C10

Experimental

2.3-trans, 3,4-trans-29.1?

dc

93,4

69,3

62,4
29,9

32,1

19,2

13,9

16,8

dy (mult., J)
4,12 (q; J=6,3Hz;
2a-H)

4,03 (ddd; 1H; 6e-H;
JGeq,Bax=1 2 HZ;
JGeq,Sax=4HZ;
JGeq,Seq=2HZ)

3,64 (dt; 1H; 6a-H;
‘-Ieax,seq:1 2 Hz;
Jsax sax=12Hz;

JGax,Seq=2HZ)

2,70 (m; 1H; 4a-H)
2,04 (m, 1H, 5e-H)
1,79; (m, 1H, 5a-H)

2,16-2,07; 1,61-1,23
(m, 1H, 2H, 1H; 7-H,
8-H)

0,98 (t, J=7Hz, 3H,
9-H)

1,67 (m, 3H; 10e-H)

01 6 5
A
10 ?3 9
O 291

7

dc

93,4

69,1

62,4
29,8

32,1

19,0

13,7

16,6

Literatura®

2,3-trans, 3,4-trans-29.1

Sn (mult., J)

4,11 (q; J=6,5Hz; 1H;

2a-H)

4,04 (ddd; 1H, 6e-H;
'-Ieeq,6a><=‘I 2 HZ;
J6eq,5ax=4HZ;
JGeq,Seq=2HZ)

3,64 (dt; 1H; 6a-H;
JGax,Seq=1 2 Hz;
Jsax sax=12Hz;

J6ax,59q=2HZ)

2,68 (m, 1H, 4a-H)
2,01 (m, 1H, 5e-H)
1,77; (m, 1H, 5a-H)

2,09; 1,73-1,50; 1,42
(m, 1H, 2H, 1H; 7-H, 8-

H)

0,98 (t, J=7Hz, 3H, 9-H)

1,67 (d, J=6,5Hz, 3H;

10e-H)

2,3-cis, 3,4-cis-29.1

dc

87,1

69,2

55,4
21,3

33,0

18,8

13,7

17,4

Oy (mult., J)
4,19 (q, J=6,5Hz,
1H, 2a-H)

4,17 (ddd; 1H; 6e-
H; J6eq,6ax=12 HZ;
J6eq,5ax=4HZ;
JSeq,Seq=2HZ)

3,67 (dt; 1H, 6a-H;
JSax,Geq=1 2 HZ;
Joaxsax=12Hz;

JSax,Seq=2HZ)

2,49 (m, 1H, 4a-H)
2,26 (m, 1H, 5a-H)
1,44 (m, 1H, 5e-H)

1,86; 1,70-1,44 (m,
1H, 3H; 7-H, 8-H)

0,97 (t, J=7Hz, 3H,
9-H)

1,58 (d, J=6,5Hz,
3H, 10e-H)

a, Bruker WM-250, RMN 'H (250 MHz), RMN "*C (62,9 MHz), CDCls, TMS (padrdo interno);
b, Bruker WM-400, RMN 'H (400 MHz), RMN '®C (100,6 MHz), CDCls, TMS (padro interno).

Comparando os dados obtidos por RMN de 'H e ®C com os dados da

literatura, podemos inferir que a fracdo pura do sulféxido 29.1, purificada em

coluna cromatografica,

trata-se de

um dos

diastereoisbmeros

obtidos

majoritariamente na oxidacédo de 29 e que identificados como 2,3-trans, 3,4-trans-

29.1. Estas informacdes, aliadas a comparagao das andlises de cromatografia CG-
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DIC quiral da fracao pura obtida por coluna cromatografica quiral, com o produto
bruto obtido da reacdo de oxidacdo de 29, permitiram identificar o tempo de
retencdo de cada um dos enantibmeros, com tempo de retencdo de 20,422 e
21,987 min., conforme a Figura 36.

(@]
B g
(l) (+/-)-2,3-trans-
~ . 3,4-trans-29.1
R |
15 20 3z 24 26 25 il

5. = | E @
5 ok O (+/-)-2,3-cis-
3,4-cis-29.1
A v
13 20 22 24 26 25

Figura 36. A, Cromatograma CG-DIC da fracao isolada contendo um par de
enantibmeros do sulféxido 29.1. B, Cromatograma CG-DIC do produto bruto da
oxidacdo quimica de 29. Condicdes de analise: 100 — 130 °C (r=2 °C min™"), 150 C
(r=1 °C min™), 180 °C (r=40 °C min™") espera de 5 min. T injetor = 200 °C, T
detector = 240 °C, Fluxo constante = 0,8 mL min™". Coluna: Chrompack CD-Chirasil

(25 m x 0,25 mm x 0,25 um). (x) Picos relativos a um contaminante presente no insumo
de fragrancia (1,3-oxatiano).
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Analisando a seletividade das reacdes biocataliticas observadas, foram
selecionados consércios de bactérias e leveduras e fungos isolados para serem
avaliados frente ao 2-metil-4-propil-1,3-oxatiano (29), a fim de monitorar a
formacao do sulfoxido 29.1 levando em conta a diastereosseletividade e
enantiosseletividade da biotransformacao. Assim, as reagdes biocataliticas foram
realizadas na presenca de um Unico substrato, nas mesmas condicoes dos
ensaios de multibiorreacao. A Tabela 30 apresenta os resultados obtidos para os
ensaios de biotransformagao de 29 por um consorcio de bactérias (20NA) e trés
fungos filamentosos isolados de pele humana.

Tabela 30. Excesso enantiomérico (% ee) e razado diasterecisomérica (% rd)
observada para a oxidagao de 29.

Biocatalisador 2,3-trans-3,4-trans-29.1  2,3-cis-3,4-cis-29.1 trans:cis

(72h) ee® ee? rdf

20NA 3,6 20 88 .12

42M 35 6 92:18
28M7-I1S1 48 24 66 : 33
30M1ISt 60 49 65 :35

a, excesso enantiomérico calculado pela férmula: ee= [(A-B)/(A+B)] x 100, onde A e B sao
as areas de cada enantibmero medidas no decorrer da reacao; b, razédo
diastereoisomérica calculada pela formula % r.d. = [(Zaea ATA)) | (Zhrea (A+A'+B+B’)] X
100. nd, ndo detectado; NA, consorcios obtidos em meio NA (bactérias); M, fungos
filamentosos obtidos em meio MEA.

Os excessos enantioméricos obtidos foram moderados, porém a razéo
diastereoisomérica foi alta, com destaque para o consoércio de bactérias 20NA
(88:12) que também levou a boas conversdes. O fungo filamentoso 42M, apesar
da étima razdo diastereoisomérica, apresenta uma taxa de conversao muito baixa
(2%).
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A Figura 37 apresenta a analise por cromatografia quiral da bio-oxidagéao de
29 com o fungo filamentoso 30M1IS1, o qual levou a formacao de dois pares de
diastereoisbmeros majoritarios, porém com baixa enantiosseletividade, com um ee
de 60% para um dos enantibmeros de 2,3-trans-3,4-trans-sulf6xido-29.1 e de 49%
para um dos enantibmeros de 2,3-cis-3,4-cis-sulféxido-29.1. O excesso

enantiomeérico e a razao diastereoisomeérica foram maiores para o primeiro.

O/j\/\ E O/j\/\
+ 7 /k+
o - /k§ S
O (+/-)-2,3-trans- O (+/-)-2,3-cis-
ol/\ - 34ltrans-29.1 3,4-cis-29.1
)\S
o | cis-29
i
o
-
2 28
o oo
s P psaiallly
o 4
1::! 1I5 2:3 QIS min

Figura 37. Cromatograma CG-DIC do biotransformacéo do 1,3-oxatiano (29) pelo
fungo filamentoso 30M11S1 (72 h). Condigdes de andlise: 100 — 130 °C (r=2 °C
min™), 150 C (r=1 °C min™"), 180 °C (r=40 °C min™') espera de 5 min. T injetor =
200 °C, T detector = 240 °C, Fluxo constante = 0,8 mL min™'. Coluna: Chrompack
CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 pum).

112



3.4.4.1 Concluséo parcial

Os ensaios de multibiorreagcdo de derivados de enxofre com os micro-
organismos da pele confirmaram a presenca de mono-oxigenases, responsaveis
pela oxidagdo de um dos trés insumos testados. Este tipo de oxidagdo enzimatica
é de grande relevancia industrial, pois a oxidagdo de um atomo de enxofre pré-
quiral produz um sulféxido quiral, intermediario sintético versatil para um grande
nimero de reacdes'?.

Além disso, as oxida¢des observadas alteram significativamente o odor dos
produtos formados. No caso do 1,3-oxatiano (29) inicialmente responsavel por
uma nota olfativa frutal de maracuja, o produto formado mostrou um odor oxidado,
que remete um maracuja passado. Se levarmos em conta as classificacbes de
fototipo dos voluntarios e o tipo de micro-organismo testado é possivel perceber
que os fungos filamentosos coletados de mulheres com pele fototipo V, e de
origem asiatica e consorcios de bactérias coletadas de homens com pele fototipo
I e Il demonstraram um alto potencial para oxidar derivados de enxofre,
principalmente no caso do 29.

Devido a importancia, a alta frequéncia de uso em fragrancias e o grande
impacto olfativo destes insumos, qualquer grau de oxidacdo que possa ocorrer
nestes insumos mesmos podera levar a alteragées na composicao final de um

produto, no seu perfil toxicoldgico e na percepcédo do consumidor durante o uso.

2 Fernandez I., Khiar N. Chem. Rev. 2003, 103, 3651-3705.
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4 Conclusao

A realizagdo deste trabalho permitiu constatar que ha uma grande
diversidade microbiana na pele humana, constituida de bactérias, leveduras e
fungos filamentosos. A diversidade microbiana foi correlacionada a diversidade
enzimatica através de 1620 ensaios fluorogénicos e 540 ensaios em placa
revelando a deteccao de hidrolases e mono-oxigenases nos diferentes consércios
oriundos de diferentes voluntarios. As microbiotas de homens e mulheres também
mostraram perfis enziméaticos diferenciados.

Os consércios microbianos e fungos testados através de ensaios de
multibiorreacado foram capazes de degradar um grande numero de insumos de
fragrancias, portanto alterar o perfil olfativo e toxicolégico dos mesmos. Isto indica
que a microbiota da pele humana apresenta uma alta capacidade de metabolizar
xenobibticos. Esse mecanismo pode estar diretamente ligado a diversas doencas
de pele (principalmente alérgicas) e seu entendimento tem potencial para fornecer
subsidios que justifiguem, por exemplo, o0 aumento exponencial da incidéncia de
dermatite de contato nas mais diversas popula¢des do mundo.

Finalmente, mas ndo menos importante foi o isolamento e identificacao dos
fungos filamentosos que possibilitou observar a grande diversidade fungica da
pele humana, pouco relatada na literatura. E possivel sugerir que as mudancas de
habitos diarios da vida moderna podem afetar nosso sistema de defesa, tornando
nossa pele mais vulneravel a diversos patdégenos de origem ambiental. Além
disso, 0 uso indiscriminado de medicamentos, como antibiéticos, também contribui
para a selecdo de micro-organismos resistentes muitas vezes, sendo estes
oriundos da prépria microbiota do individuo.

Até o presente momento, o desenvolvimento de ingredientes na area
cosmética considerava a pele como um ambiente estéril, formado apenas por
células humanas e seu metabolismo. Agora, podemos alertar sobre a importancia
e a necessidade de avaliar o potencial de biotransformagao de insumos de uso
tépico, de um modo geral, para desenvolver insumos mais eficazes, seguras e

versateis capazes de interagir positivamente com a microbiota da pele humana.
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Além disso, o fato de muitos insumos utilizados neste projeto ndao terem
sido degradados pelos micro-organismos da pele, como as cetonas, também
demonstra um baixo potencial de biodegradabilidade dos mesmos, questao
importante a ser em considerada no descarte destes insumos.'. Grande parte
destes insumos esta presente em produtos de uso diario (cosmeéticos, produtos de
higiene e limpeza, aromatizantes) e os dados aqui obtidos, juntamente com
informacdes ja disponiveis na literatura indicam que alguns ingredientes de
fragrancias podem representar um risco ambiental'“.

Este trabalho proporcionou também uma série de informagdes inéditas, que
poderdao nortear e ampliar as perspectivas para estudos futuros, tanto pela
identificacdo dos micro-organismos que compdem os consércios estudados neste
projeto, bem como pelo entendimento dos mecanismos das biotransformacdes
observadas. Levando em conta dados da literatura, podemos inferir que diferentes
tipos de pele podem ser levados em consideracdo em formulagdes de uso tdpico
para atingir alvos biol6gicos especificos.

%% Bridges, B. Flavour Fragr. J. 2002, 17, 361-371.
' Salvito, D.T., Vey, M.G.H., Senna, R.J. Flav. Frag. J. 2004, 19, 105-108.
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5 Parte Experimental

5.1 Solventes, reagentes e meios de cultura

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram obtidos da Sigma-Aldrich, os
ingredientes de fragrancias foram cedidos pela Natura e todos foram usados sem
purificacdo. Os solventes utilizados em procedimentos de extracdo foram obtidos
da Synth e posteriormente bidestilados. Os solventes deuterados utilizados para
andlise por RMN foram da obtidos da Cambridge Isotope Laboratories. Os meios
de cultivo foram obtidos da Oxoid ou Difco.

Os meios de cultura foram submetidos a esterilizacdo em autoclave a 121°C
e pressdo de 1 atm por 20 minutos. A vidraria foi adequadamente limpa e
esterilizada em autoclave a 121°C, 1 atm por 20 minutos ou em estufa de
esterilizacdo a 180°C durante 1 hora. Todo material que ndo pode ser esterilizado
em autoclave foi submetido a radiagdo UV durante 30 minutos antes de seu uso.
Utilizou-se agua ultrapura (Milli-Q) no preparo de todas as solucbes utilizadas
neste trabalho. Todos os procedimentos foram realizados em condicbes estéreis,

através da manipulacdo em capela de fluxo laminar.

5.2 Equipamentos e técnica utilizadas

5.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As andlises cromatogréaficas em camada delgada, para monitoramento das
reacdes e acompanhamento das purificagdes dos produtos, foram realizadas
empregando-se cromatofolhas de aluminio (folha padrdao 20 x 20 cm), recobertas
com silica gel com indicador de fluorescéncia em UV 254 nm (Merck).

A revelacdo dos compostos se deu por irradiagdo de luz de lampada UV
254/365 nm e/ou pulverizagdo com solucdo de KMnO4 ou p-anisaldeido (p-
anisaldeido, HoSO4, acido acético e etanol na razao de 1:2:1:100) e subsequente
aquecimento a 300°C com pistola aquecedora.
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5.2.2 Cromatografia em coluna (CC)

As cromatografias em colunas foram realizadas utilizando-se silica gel 60
da Merck, granulometria de 70-230 mesh e gradientes de solventes destilados
(hexano e acetato de etila) foram utilizados como eluentes.

5.2.3 Leitor de microplacas

As medidas de fluorescéncia das reagbes de triagem enzimatica de alto
desempenho foram realizadas em leitor de fluorescéncia Flashscan 530 Analitic
Jena, utilizando filtro de excitacdo de Aex = 365 nm e leitura de emissao a Aem =
460 nm. As leituras foram todas realizadas em placas de polipropileno de 96
pocos (fundo plano) a temperatura ambiente (22 a 25°C) em triplicatas durante 3

minutos com intervalos de 60 segundos entre cada medida.

5.2.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As andlises por CG-EM foram realizadas em cromatégrafo com fase gasosa
acoplado a espectrébmetro de massas, marca Shimadzu, modelo QP 2010 e
cromatdgrafo Hewlett Packard 6890, acoplado a um detector seletivo de massas
HP5970 MSD, ambos operando com uma fonte de elétrons de ioniza¢do de 70 eV.
Os cromatégrafos foram equipados com coluna capilar RTX-5MS (5% fenil, 95%
dimetilpolisiloxano; marca Restek, para o equipamento QP-2010) e HP-5 (5% fenil,
95% dimetilpolisiloxano; marca Hewlett Packard, para o equipamento HP-6890),
com 30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme. As amostras foram diluidas
e o volume de 1 uL foi utilizado nas inje¢des, utilizando-se hélio como gas de
arraste. As temperaturas do injetor e do detector variaram conforme o método
utilizado. O espectrdmetro de massas operou na faixa de m/z 40-350.
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5.2.5 Cromatografia gasosa quiral

A discriminacdo enantiomérica foi feita em cromatdgrafo Agilent 6850 e
detector de ionizagdo de chama (DIC), equipado com injetor automatico e coluna
capilar de silica fundida Chrompack®, de fase quiral Chirasil-B-ciclodextrina (25 m
x 0,25 mm x 0,25 pm). As condi¢des de analise foram com fluxo constante de Hz
de 1 mL min™', com injetor a 220 °C e detector a 240 °C, e as injecdes feitas no
modo “split”, com inje¢do de cerca de 1 pL na concentragdo de 1 mg mL™".

5.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Bruker 250
(250,1315 MHz para 'H e 62,8952 para '*C), com os deslocamentos quimicos
registrados em ppm tomando-se como referéncia o sinal do cloroférmio (CDCl3 64
7,27 e 8. 77,0) ou do tetrametilsilano (TMS &4 0,00). Os espectros de RMN de *C
, DEPT 135° e DEPT 90° foram utilizado para determinar o tipo de carbono pela
comparacdo com o espectro de RMN de '*C desacoplado, onde carbonos
metilicos (CH3) e metinicos (CH) dao sinais positivos, metilénicos (CHy) negativos
e carbonos quaternarios (C 0 ) sdo ausentes.

5.3 Procedimentos gerais adotados no laboratorio de biocatalise

A vidraria foi lavada e seca, sendo entdao acondicionada com papel kraft, e
esterilizada em autoclave a 121°C por 30 min. Todo o material contaminado, foi
depositado num frasco de descarte contendo uma solucao de hipoclorito de sédio
5% e/ou esterilizado em autoclave a 121°C durante 30 minutos.

Todos os meios de culturas, solucdes, tubos de ensaio, pipetas e outros
materiais utilizados em contato direto com o0s micro-organismos foram
autoclavados (121°C, 15 min., 1 atm.) ou entao esterilizados em bico de Bunsen,
sob radiacdo UV, em solugdes de etanol 70% ou em hipoclorito de sédio 0,2%.

As solugcdes de alcool 70% e solucdo de hipoclorito de sédio 5% foram
utilizadas para desinfetar as bancadas de trabalho e camara de fluxo laminar.
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Todas as manipulacbes microbiolégicas foram realizadas em capelas de fluxo

laminar.

5.3.1 Meios de cultura para manutencao dos micro-organismos

Os micro-organismos e 0s consorcios microbianos foram cultivados em
placas de petri (18 x 180 mm) contendo 15 mL do meio de cultura especifico (20 g
L"), a uma temperatura 30°C. Apds 24 h, para bactérias e leveduras e 48h para
fungos filamentosos, as culturas foram transferidas para frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL do meio de cultivo liquido, os quais foram incubados por
24, 48 ou 72h, a 28°C sob agitacao de 200 rpm em agitador rotacional (modelo
MA-420, Marconi).

5.3.1.1 Meio NA: agar nutriente

O agar nutriente foi utilizado para manutencdo e crescimento dos
consorcios de bactérias obtidos nas coletas. Composigao: extrato de carne (0,3 g),
extrato de levedura (0,3 g), peptona (0,5 g), D-glicose anidra (1,0 g) e agua
destilada (100 mL).

5.3.1.2 Meio YM: extrato de levedura e malte

O extrato de levedo e malte foi utilizado para manutencdo e crescimento
dos consorcios de leveduras obtidas das coletas. Composigéo: extrato de levedura
(0,3 g), extrato de malte (0,3 g), peptona (0,5 g), D-glicose anidra (1,0 g) e agua
destilada (100 mL).

5.3.1.3 Meio MEA: extrato de malte e peptona

O extrato de malte e peptona foi utilizado manutencéo e crescimento dos
fungos filamentosos obtidas das coletas. Composigao: extrato de malte (20 g),
peptona (1 g), glicose (20 g), agar (20 g) e agua destilada (1000 mL).
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5.3.1.4 Meios de cultura sdlidos

Os meios de culturas soélidos que foram destinados aos crescimentos e
repiques dos micro-organismos ou consorcios microbianos foram preparados de
modo idéntico aos meios liquidos, com o acréscimo de 2% de agar-agar. Os meios
foram vertidos em placas de petri ainda quentes, enquanto se encontravam

liquefeitos.

5.4 Coleta e cultivo dos micro-organismos

Para a coleta das microbiotas de pele humana, o protocolo do estudo foi
aprovado pelo a avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa / Faculdade de
Ciéncias Médicas (CEP/FCM) da Unicamp (Folha de Rosto 1085/2008, Anexo I).
As coletas foram efetuadas em 55 voluntarios, incluindo homens e mulheres de
diversas etnias, com idade entre 20 e 45 anos. Os voluntérios foram selecionados
de acordo com os seguintes requisitos basicos: a) tomar o ultimo banho no minimo
12 horas antes do horério estipulado para a coleta; b) nao utilizar cosmeéticos de
qualquer natureza (creme, perfume, etc.) na regido de do pescogo apés o ultimo
banho e durante as 12 horas que antecedem a coleta; c) nao alterar os habitos de
dieta alimentar na semana da participacao da pesquisa.

Para solicitar a participagdo de voluntarios na pesquisa, todos foram
convidados a conhecer e participar do projeto. Todos os critérios de adesao foram
explicitados e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento (TCLE, Anexo -
Il) foi apresentado e detalhadamente explicado. Os voluntarios que aceitaram
participar foram convidados a comparecerem ao local de coleta (LabioSin) em
data e horario marcado. Na data marcada, os voluntarios responderam a algumas
questbes que auxiliaram na verificagdo dos requisitos de inclusdo do voluntario no
projeto e somente foram incluidos aqueles que concordaram com 0s requisitos e
com a participacao de carater voluntario mediante assinatura do TCLE.

Para a realizacdo do crescimento microbiano foram selecionados 3 meios
de cultura: NA (4gar nutriente, para bactérias); YMA (agar de malte e levedura,
para leveduras); MEA (4gar extrato de malte, para fungos filamentosos).
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Para a coleta foram utilizadas placas tipo Rodac contendo os meios de
cultura selecionados para obtencdo das microbiotas. Trés (03) placas contendo
meio estéril foram, colocadas em contato com a regido do pescoco, sob leve
pressao. Logo apds, o material obtido foi incubado em estufa a 30°C e mantidos
sob crescimento por 24 h para bactérias, 48 h para leveduras e 5 a 7 dias para
fungos filamentosos. Apds o crescimento microbiano, as placas foram submetidas
a contagem do numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC, por contagem
direta) e aspecto visual (cor e aparéncia das colbnias).

As microbiotas de bactérias (meio NA) e leveduras (meio YMA) obtidas
foram entdo repicadas em placas de petri para a execucdo dos ensaios de
triagem. Ja as colbnias de fungos (obtidas no meio MEA) foram selecionadas, uma
a uma, diretamente da placa Rodac e repicadas isoladamente em placa de petri.
Todas as microbiotas obtidas foram submetidas a técnicas de preservacao de

culturas em longo prazo (liofilizagao e criopreservagao).

5.4.1 Preservacao dos micro-organismos

A preservagdo dos consorcios de bactérias e leveduras foi realizada
utilizando técnicas de liofilizacdo e criopreservacdo, amplamente descrita na
literatura'*®. No caso dos fungos filamentosos foi utilizada a preservacdo em 6leo
mineral a 4°C e criopreservagcdo a -80°C. Todos os consorcios e fungos foram
preservados em quadruplicata.

5.4.1.1 Preservacéo por liofilizagdo

Os consércios de bactérias e leveduras foram repicados em placas com
meio de cultura adequado. A quantidade de placas preparadas foi diretamente
proporcional a quantidade de crescimento celular de cada consércio (em geral, 2
placas para leveduras e 3 placas para bactérias). As placas foram incubadas a
30°C por 24 h (para bactérias) e 48 h (para leveduras).

%% a) Hunter-Cevera, J. C.; Belt, A. 1996, Maintenance Cultures for Biotechnology and Industry. London,
Academic Press. 263pp. b) Kirsop, B. E.; Doyle, A. 1991, Maintenance of Microorganisms and Cell Cultures -
A Manual of Laboratory Methods. 2nd ed., London, Academic Press. 308pp.
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Apbs o periodo de incubacao, adicionou-se 1,0 + 0,5 mL da solucéo
crioprotetora (solugéo de leite desnatado a 10% em agua ultrapura autoclavada
por 10 min a 121°C) as placas de petri contendo as culturas crescidas, retirando
toda a massa celular da superficie com auxilio de uma alca de Drigalsky (estéril).
Transferiu-se toda a suspensao resultante para um tubo tipo falcon de 15 mL
estéril, agitando o mesmo em agitador tipo vortex até se obter uma solucao
homogénea. Aliquotas de 0,2 mL da suspensédo celular foram transferidas para
tubos Eppendorfs estéreis, os quais foram lacrados apenas com parafilme.

Em seguida os tubos Eppendorfs contendo a suspensédo celular foram
submetidos a congelamento através da imersao em nitrogénio liquido. Apds a total
solidificagdo da suspensao celular, os Eppendorfs foram inseridos no liofilizador
(Thermo Savant-MicroModulyo), procedendo-se com a liofilizacdo dos mesmos
sob vacuo por um tempo que variou de 18 a 24 horas, até que o material celular
estivesse totalmente seco. Apds o término da liofilizacdo os Eppendorfs tiveram
suas tampas fechadas, seladas externamente com parafilme, sendo armazenados
em armario fechado, longe da luz e de umidade.

As culturas liofilizadas foram reativadas antes do uso, higienizando a parte
externa do tubo Eppendorf com uma gaze ou algoddo embebido em alcool 70%.
Em capela de fluxo laminar, adicionou-se cerca de 0,2 mL de agua destilada
estéril ou do meio de cultura adequado ao tubo para reidratacdo da suspensao
celular. A suspensado permaneceu em repouso durante 10 a 15 minutos e, em
seguida, foi transferida para um erlenmeyer contendo meio em caldo especifico
para o consorcio e incubado a temperatura de 30°C por 24 horas (para bactérias)
e 48 horas (para leveduras).

5.4.1.2 Preservacao por Criopreservacao (congelamento em ultrafreezer)

Os consércios de bactérias e leveduras e os fungos esporulados foram
repicados em placas com meio de cultura adequado. A quantidade de placas foi
diretamente proporcional a quantidade de crescimento celular de cada consorcio
(em geral, 2 placas para leveduras e 3 placas para bactérias). As placas foram
incubadas a 30°C por 24 horas (para bactérias), 48 horas (para leveduras) e 72 ou
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96 horas (para os fungos filamentosos esporulados).

Apbs o periodo de incubacéao, adicionou-se 2 mL da solucao crioprotetora
(solucéao de glicerol a 10% em agua ultrapura autoclavada por 10 min a 121°C) as
placas de petri contendo as culturas crescidas, retirando toda a massa celular da
superficie com auxilio de uma algca de Drigalsky (estéril). Transferiu-se toda a
suspensao resultante para um tubo tipo falcon de 15 mL estéril, adicionando mais
2 mL de glicerol 10%, agitando o mesmo em agitador tipo vortex até se obter uma
solugdo homogénea. Distribuir cerca de 1mL da suspensao obtida criotubos, os
quais foram identificados, fechados e lacrados com parafilme.

Os criotubos foram entdo submetidos a congelamento a -20°C por cerca de
20 minutos, este resfriamento tem a funcao de permitir que o crioprotetor envolva
inteiramente as células, aumentando a sua agéo de protecédo. Apds esse tempo de
pré-resfriamento, os criotubos foram transferidos para o ultrafreezer (-80°C),
acondicionados em caixas adequadas para ultracongelamento.

No caso dos fungos filamentosos nao esporulados, os mesmos foram
repicados em placa de petri contendo uma camada espessa de agar (MEA) para
auxiliar no processo de corte posterior. A quantidade de placas foi diretamente
proporcional a quantidade de crescimento celular de cada fungo (em geral, 2 a 3
placas), sendo as mesmas incubadas a 30°C por 72 ou 96 horas.

Apo6s o periodo de incubacao, verificou-se o crescimento e a pureza da
cultura. Logo apoés distribuiu-se 2 mL da solugdo de glicerol a 10% em cada
criotubo e com auxilio de um bisturi, selecionou-se cerca de 10-15 cubinhos de
agar, onde 5-7 cubos foram retirados de uma regiao préxima ao centro da col6nia
e 0s demais de uma regido mais distante. Com uma agulha de repique, 5 a 7
cubos foram transferidos diretamente para cada criotubo, diversificando cubos da
regiao mais jovem e da regido mais velha do micélio.

Apbs esse tempo de pré-resfriamento, transferir os criotubos para o ultra

freezer, acondicionando-os adequadamente.
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5.4.1.3 Preservagdo em Oleo Mineral

Os fungos filamentosos foram repicados em meio inclinado, por 48-72
horas, a 30°C. Utilizaram-se tubos com tampa rosqueavel e a tampa foi mantida
frouxamente adaptada durante o periodo de incubagdo. Apds o crescimento
fungico, adicionou-se o 6leo mineral, previamente esterilizado ao tubo de cultura,
até uma altura de 1-2 cm acima do limite superior do meio.

A tampa rosqueavel foi fechada de forma a proporcionar a melhor vedacao
possivel e ainda o tubo foi vedado com parafilme. Os tubos foram armazenados
em pé, evitando que o 6leo toque a tampa, sob refrigeracao (5°C).

Aplicou-se um intervalo de 6 meses entre as repicagens das culturas e a
reativacao foi realizada através da simples transferéncia de massa celular para um

meio solido adequado.

5.5 Sondas Fluorogénicas

Os ensaios foram realizados utilizando nove sondas fluorogénicas que ja
vem sendo utilizadas pelo grupo da Prof2. Anita Marsaioli e foram sintetizadas pelo
aluno Pedro A. C. Aquino durante seu projeto de Iniciacdo Cientifica (Fapesp
Processo: 2008/08792-5). Para deteccao de epdxido-hidrolases (EPH) foram
utilizadas duas sondas uma contendo um epo6xido terminal (5) e outra um epdxido
vicinal (6). Para a deteccao de esterases (EST) foram utilizadas trés sondas,
sendo a primeira para deteccdo de hidrolise de acetatos (7), a segunda para
deteccao de hidrélise de propionatos (8) e terceira a sonda para a deteccao de
hidrélise de cadeia mais longa (9). Para a triagem de mono-oxigenases (MOx)
foram 2 sondas contendo cetonas aciclicas, a primeira linear (13) e a segunda
contendo um grupo metila vizinho a cetona (14), além de 2 cetonas ciclicas, uma
ciclopentanona (15) e a segunda com uma cicloexanona (16), conforme a Figura
40.

Como controles positivos para os ensaios de epdxido-hidrolase e esterase
foram utilizados os dibis derivados da hidrélise dos respectivos substratos (10 e
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11). Enquanto que para os ensaios de mono-oxigenases, 0s controles positivos

utilizados foram os respectivos ésteres (17-20), derivados das cetonas (Figura 38).
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Figura 38. Substratos fluorogénicos e controles positivos utilizados para triagem

de epdxido-hidrolases, esterases e mono-oxigenases.
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5.6 Preparo solucoes

5.6.1 Solucoes estoque das sondas fluorogénicas

As sondas fluorogénicas e seus respectivos controles positivos foram
inicialmente preparadas numa concentragio de 20 mmol L™ em acetonitrila, numa
segunda diluicdo de 10 vezes foi feito uma solugdo de 2 mmol L' em H,O:CHsCN
(1:1, v/iv), que constitui a solugdo de trabalho. Estas solugbes foram sempre

conservadas em geladeira e preparadas em pequeno volume de trabalho.

5.6.1.1 Solugdo tampao borato 20 mmol L' pH 8,8

A preparagio da solucdo tampao borato 20 mmol L™ pH 8,8 foi realizada de
acordo ao procedimento descrito em “Preparation of buffers for use in enzyme

studies”'*®

5.6.1.2 Solugdo Tampao de Sorensen (NasHPO;— KHoPO4)'™.

Inicialmente, foi preparada uma solugédo de Na,HPO, dissolvendo 11,876 g
do sal monoéacido em agua destilada o suficiente para completar 1 L de solugéo e
uma solucao de KH,PQO4 foi também preparada através da dissolucao de 9,078 g
do sal previamente desidratado em agua destilada o suficiente para completar 1 L
de solugéo. A solugédo tampao com o pH desejado foi preparada de acordo com a
Tabela 31:

%8 Gomori, G. Preparations of buffers for use in enzyme studies. In: Handbook of Biochemistry and
Molecular Biology - Physical and Chemical data Vol 1, 3rd ed., Fasman, G.D. (Ed), Boca Raton,
Florida, CRC-Press Inc., 2000. p. 370-377.

7 Morita, T. Assumpcdo, R.M.V. Manual de Solucées, Reagentes e Solventes: Padronizagdo,
Preparacéo e Purificagdo. 2°. ed., Sdo Paulo, Edgard Bliicher, 1972.
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Tabela 31. Solucao Tampao de Sorensen.

Solucao usada Solucao usada
NagHPO4 KH2P04 pH NagHPO4 KH2P04 pH
(mL) (mL) desejado (mL) (mL) desejado
0,25 9,75 5,288 5,0 5,0 6,813
0,5 9,5 5,589 6,0 4,0 6,979
1,0 9,0 5,906 7,0 3,0 7,168
2,0 8,0 6,239 8,0 2,0 7,318
3,0 7,0 6,468 9,0 1,0 7,731
4,0 6,0 6,643 9,5 0,5 8,043

5.6.1.3 Solucéo de periodato de sodio

A solugcdo de periodato utilizada foi sempre recém-preparada. Para uma
solugdo 20 mmol L™ de periodato de sédio foram dissolvidos 4,3 mg em 1 mL de

agua ultrapura.

5.6.1.4 Solugéo de BSA

A solucdo de BSA foi preparada com a prépria solugcdo tampao. Para uma
concentracdo final de 2 mg mL" na reacdo do ensaio (microplaca), foram
dissolvidos 5 mg de BSA em 1 mL de solugdo tampao com agitacao suave para

evitar a formagéo de espuma.

5.7 Ensaios de triagem de alto desempenho

Os consércios de bactérias e leveduras e os fungos filamentosos foram
cultivados em placas de Petri contendo meios de cultura adequados, levando em
conta tempo e temperatura para cada cultura. A massa celular obtida foi removida
e transferida para frascos estéreis previamente pesados (peso Umido). Antes da
realizacdo dos ensaios, as células foram ressuspensas em tampéao borato (20
mmol L™", pH 8,0) para a preparagdo das suspensdes na concentracdo de 0,2 mg
mL" (bactérias e leveduras) e 1,0 mg mL™ (fungos filamentosos). Os experimentos
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foram realizados em microplacas de polipropileno com 96 cavidades e todos os
ensaios foram realizados em triplicata.

O acompanhamento foi realizado por fluorescéncia (FlashScan, leitor de
fluorescéncia) utilizando filtros de Aex 360 £ 20 Nm e Aem 460 £ 20 Nnm. As leituras
da emissdo de fluorescéncia foram realizadas 24 e 48 h apds o ensaio, para
bactérias e leveduras, e 48 e 72 h apbs o ensaio, para fungos filamentosos. O
aumento da intensidade de fluorescéncia nos sistemas testados foi relacionado
com a liberagdo de umbeliferona no meio reacional, comparando com os valores

obtidos dos controles positivos.

A taxa de emissdao de fluorescéncia de cada microbiota foi calculada
levando em conta a emissao observada no controle positivo, conforme a férmula

que segue:

% Emissio = | (média ensaios com MO) - (média controles negativos) x 100

(média controles positivos)

Considerou-se como resultado positivo de emissao de fluorescéncia, isto é,
liberacdo da umbeliferona, os ensaios que obtiveram um valor de emissdao maior

ou igual a 5% do valor de fluorescéncia obtido no controle positivo.

5.8 Ensaios de Multibiorreacao

Os consorcios de bactérias, leveduras e os fungos filamentosos a serem
testados foram cultivados em placa de Petri contendo o meio adequado. Apds o
periodo de cultivo inoculou-se cada micro-organismo em um frasco do tipo falcon
de 50 mL, contendo o meio liquido adequado (30 mL), sendo NB (caldo nutriente)
para bactérias, YM para leveduras e ME para fungos. Apos 24 h de cultivo os
micro-organismos foram transferidos para Erlenmeyers de 500 mL, contendo
cerca de 250 mL do mesmo meio liquido, sendo incubados por 48 h a 28°C sob
agitacao (200 rpm). Apds esse periodo, as células foram centrifugadas a 5000
rom, por 10 minutos no caso de bactérias e leveduras, no caso dos fungos
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filamentosos, as células foram diretamente filtradas em uma unidade de filtragem
estéril (Stericup, Milipore).

Em Erlenmeyers de 125 mL contendo 40 mL de tamp&o Segrensen
(NaH.PO4 - KH,PO4), pH 7,0; adicionou-se cerca de 2 g de massa celular (peso
umido) do micro-organismo a ser testado e 5 mg de cada um dos substratos,
totalizando de 15 a 30 mg da mistura de compostos testados por reagdo. Os
frascos reacionais foram mantidos sob agitacdo de 200 rpm, a 28°C e monitorados
por aliquotas de 2 mL a cada 24, 48 e 72. As aliquotas retiradas foram tratadas
com a adicdo de uma pequena por¢ao de NaCl, extraidas com 2 mL de acetato de
etila (2 x 1 mL), e por ultimo com 1 mL de acetato de etila contendo benzofenona
0,05 mg mL™" como padrao interno. A fase organica foi entdo coletada e seca com
MgSQO4 anidro, concentrada sob Ny, derivatizada com diazometano (no caso dos
ésteres), e finalmente analisada por CG-EM.

5.9 Caracterizacao Ensaios de Multibiorreacao

A caracterizacao quimica dos substratos e o0 monitoramento da formagéao de
produtos nas multibiorreacdes foram realizados através de analises de CG-EM.
Utilizou-se um sistema cromatografico Shimadzu QP-2010, utilizando as
bibliotecas Wiley 7.0, NIST 5 e Adams. Deteccao por varredura de espectros
(SCAN) na faixa de m/z 45-350 e ionizagao por impacto de elétrons (70 eV).

Para cada grupo de compostos utilizados neste trabalho foram definidos
parametros cromatogréaficos especificos conforme a Tabela 30. As condi¢des de
operacao do cromatégrafo foram padronizadas em 1 pL de amostra injetada e
divisao de fluxo na razao de 1:50. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida
RTX-5MS (5% de difenil, 95% dimetilpolisiloxano; 30,0 m x 0,25 mm x 0,25 um de
espessura de filme) para o equipamento QP-2010) e HP-5 (5% fenil, 95%
dimetilpolisiloxano; 30,0 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme) para o
equipamento HP-6890),
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Tabela 32. Parametros cromatograficos utilizadas para os grupos de substancias

estudadas.

Parametro

T injetor

T interface

T fonte de ions

T (0)

Taxa aquecimento
T(1)

Taxa aquecimento
T(2)

Taxa aquecimento
T@3)

Tempo final

Fluxo Hélio
Velocidade Linear
Modo de injecéao

Esteres
2300 C
2500 C
2300 C

502 C

2,52 C min™
180¢C

5° C min™
2002 C

152 C min”
2802 C

68 min

1 mL min™
30cms’
Split 1:50

Cetonas
230° C
250° C
230° C
85°C

2,52 C min™
200° C

60° C min™
280° C

51 min

1 mL min™
30cms’

Split 1:50

Derivados de Enxofre
230° C

250° C

230° C

60° C

3,52 C min™

230° C

50° C min™

280° C

55 min

1 mL min™
30cms’
Split 1:50

5.9.1 Calculo de Conversao e Excesso Enantiomérico

Os valores de conversao dos substratos em produtos foram calculados

levando em conta a razao entre o produto da area do pico cromatografico do

produto e do Pl e o produto &rea do Pl e a concentragdo de substrato no tempo

reacional em estudo.

%C= Area do Produto x

Conc. Pl x100

Conc do Substrato x Area do PI

Os valores de excesso enantiomérico foram calculados com base nas areas

de cada enantibmero segundo a equagao:

%ee= A-B x100

A.B

Onde, A e B corresponde a area de cada um dos enantibmeros.
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5.10 Procedimentos Sintéticos

5.10.1 Sintese do 2-pentilciclopentanol (25.1)

A uma solucao resfriada (0 °C) de 2-pentilciclopentanona (25) (10,0 mmol;
1,54 g) em metanol (30 mL), sob agitagcdo magnética, foi adicionado boroidreto de
sédio (NaBH.) (2,5 mmol, 189 mg). A reacao foi acompanhada por CCD
(hexano/acetato de etila, 9:1) e revelada com solugdo de p-anisaldeido, onde se
observou a formacao do alcool pela coloragédo azul na placa, com polaridade maior
que a correspondente cetona. Apos 5 horas, adicionou-se 5 mL de agua destilada,
evaporou-se 0 metanol sob pressao reduzida. A fase aquosa residual foi extraida
com acetato de etila (3 x 15mL). A fase organica foi seca sob MgSO4 e
concentrada sob pressao reduzida. Posterior purificagdo por cromatografia “flash”
em coluna de silica gel eluida com hexano:acetato de etila (gradiente, 10:0,
9,5:0,5 a 9:1) forneceu separadamente os dois isdbmeros do alcool 25.1 (cis e

trans) como liquidos oleosos ligeiramente amarelados.

5.10.1.1 cis-2-Pentilciclopentanol (25.1)

HO C1oH200
o | mMm. 15453 gmol’
cis-25.1

IE/EM m/z (int. rel.): 154 (M*, 10), 97 (10), 84 (100), 69 (8), 41 (20), 55 (20).

RMN de 'H (250,00 MHz, CDCls, 8tws 0,0): & 0,92 (t, J= 6,5Hz, 3H, CHa); 1,20 —
1,45 (s, 9H): 1,46 — 1,90 (m, 7H): 4,16 (m, 1H, CH-OH).

RMN de '*C (62,90 MHz, CDCls, dtus 0,0) 14,0; 21,8; 22,6; 28,3; 28,7; 29,1; 32,2;
34,7; 45,8; 74,9.
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5.10.1.2 trans-2-Pentilciclopentanol (25.1)

HO C1oH200
. Q M.M. 154,53 g mol”’
1V\V\8\“‘

trans-25.1

IE/EM m/z (int. rel.): 154 (M*, 10), 97 (10), 84 (100), 69 (8), 41 (20), 55 (20).

RMN de 'H (62,90 MHz, CDCl3, 81vs 0,0): 8 0,87 (t, J= 6,5, 3H, CH3); 1,05-1,40 (m,
8H); 1,41-2,00 (m, 8H); 3,80 (ddd, J= 5 e 6Hz, 1H, CH-OH).

RMN de "*C (250,00 MHz, CDCls, drvs 0,0) 14,0; 21,8; 22,6; 27,9; 30,0; 32,1; 33,8;
34,6; 48,4; 79,3.

5.10.2 Sintese do Sulfoxido 29.1

A uma solucao do 2-metil-4-propil-1,3-oxatiano (29, 10,0 mmol; 1,61 g) em
metanol:agua (1:1, 30 mL) sob banho de gelo (0 °C) e agitagdo magnética, foi
adicionado NalO4 (10,0 mmol, 2,14 g). A reacao foi mantida sob agitacdo e a
temperatura ambiente por 4 horas, sendo acompanhada por CCD hexano/acetato
de etila 1:1) e revelacdo com p-anisaldeido). Apos este periodo, a mistura
reacional foi filtrada e extraida com acetato de etila (3 x 15mL). As fracdes
organicas foram combinadas, secas sob MgSO, anidro e concentradas sob
pressao reduzida. O produto bruto apresentou 6 produtos distintos (2 majoritarios)
que foram submetidos a purificados por cromatografia em coluna de silica gel,
eluida com gradiente de hexano:acetato de etila (8:2 a 1:9). Ao final do processo
foi possivel obter um Unico composto majoritario puro, os demais permaneceram

em uma mistura.
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5.10.2.1 3-oxido de 2-metil-4-propil-1,3-oxatiano (29.1)

(OFI
Xg\/s\ CgH1602S

10 |3 7 9

O 294 M.M.: 176,28 g mol”

IE/EM m/z (int. rel. %): 176 (M, 1), 160 (6), 145 (8), 132 (75), 89 (66), 83 (45), 77
(26), 67 (9), 56 (11), 55 (100), 41 (31).

RMN de "H (250,00 MHz, CDCl): 5 4,12 (q; J = 6,3Hz; 2.-H); 4,03 (ddd; 1H, 6eq-
H; Jseq, 6= 12 HZ; Jeeq, sax= 4HZ; Jbeq, seq= 2Hz); 3,64 (dt; 1H, 6ax-H; Jsax, 6eq= 12 Hz;
Jsax, sax= 12HZ; Jgax, s5eq= 2Hz); 2,70 (m, 4a-H); 2,04 (m, 1H, 5e-H); 1,79 (m, 1H, 55
H); 2,16-2,07; 1,61-1,23 (m, 1H, 2H, 1H; 7-H, 8-H); 1,67 (m, 3H; 10,4-H); 0,98 (1, J
= 7Hz, 3H, 9-H).

RMN de *C (62,90 MHz, CDCl3): § 93,4 (CH, C-2); 69,3 (CH», C-6); 62,4 (CH, C-
4); 32,1 (CHa, C-7); 29,9 (CH,, C-5); 19,2 (CH,, C-8); 16,8 (CHs, C-10); 13,9 (CHs,
C-9).

138



ANEXOS

139



140



6 Anexos

Anexo | — Registro SISNEP (Sistema Nacional de Etica em Pesquisa) - Folha de
Rosto 1085/2008 do Projeto de Pesquisa enviado ao Comité de Etica em Pesquisa

da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.

Anexo Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento (TCLE) aprovado pelo
CEP/FCM-Unicamp

Anexo lll - Check-list de critérios de inclusdo e exclusdo de voluntarios (A) e
questionario de avaliagéo individual (B), aprovado pelo CEP/FCM-Unicamp.

Anexo IV - Relatério Cientifico - Identificacdo de fungos filamentosos.
Anexo V — Espectros de Massas de substratos e produtos.

Anexo VI — Espectros de RMN de 'H e '°C.
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Anexo | — Registro SISNEP (Sistema Nacional de Etica em Pesquisa) - Folha de
Rosto 1085/2008 do Projeto de Pesquisa enviado ao Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.

11/01/12 SISNEP - Sisterna Nacional de Etica em Pasguisa

Titulo do Projeto de Pesquisa

Deteccao da atividade enzimatica da microbiota da pele e a madificacao de componentes de fragrénc:ias.

Situacio Data Inicialno CEP  Data Final no CEP Data Inicial na CONEP Data Final na CONEP
Aprovado no CEP 10/12/2008 11:31:42  16/12/2008 16:36:12

Descricdo Data Documento N° do Deoc QOrigem

1 - Envio da Folha de Rosto pela Internet 09/12/2008 09:14:11  Folha de Rosto FR235582 Pesquisador
2 - Recebimento de Protocolo pelo CEP (Check-List) 10/12/2008 11:31:42  Folha de Rosto 0855.0.146.000-08 CEP

3 - Protocolo Aprovado no CEP 16/12/2008 16:36:11  Folha de Rosto 1085/2008 CEP
OVoltar
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Anexo Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento (TCLE) aprovado pelo
CEP/FCM-Unicamp

. Universidade Estadual de Campinas
S
9..7
UNICAMB Departamento de Quimica Organica

Instituto de Quimica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Projeto de Pesquisa: “Detecc¢ao da atividade enzimatica da microbiota da
pele e a modificagao de componentes de fragrancias”

Vocé esta sendo convidado a participar, como voluntario, de um projeto de pesquisa de
doutorado do IQ da Unicamp. A pesquisadora responsavel por este estudo é a doutoranda Carla
Porto da Silva. Antes de decidir participar deste estudo, vocé deve conhecer os seus objetivos, os
possiveis riscos e beneficios e o que é esperado de vocé durante a sua participagdo. Este Termo
de consentimento lhe dara estas informagbes. A propria pesquisadora responsavel do estudo
apresentara este TCLE, discutirda todas as informagbes com vocé e respondera a todas as suas
duvidas. Somente depois dos procedimentos estarem plenamente explicados é que vocé deve
tomar a sua decisdo. Se vocé entendeu o que lhe foi explicado e concorda em participar,
pediremos que assine este formulario. Uma coépia assinada ficara em seu poder.

Devido a grande incidéncia de alergias causadas pelo uso de fragrancias (principalmente
perfumes), este projeto de pesquisa pretende obter informacdes que relacionem os micro-
organismos encontrados na pele com as degradacboes de fragrancias e assim localizar as
substancias que tenham maior chance de causar alergias em nossa populagao.

O objetivo deste estudo é coletar micro-organismos da pele humana para realizar ensaios
que identifiquem as principais enzimas que atuam nestes micro-organismos e verificar a possivel
relacdo destas enzimas com reagbes de degradacdo de substancias presentes em fragrancias
usadas em cosmeéticos.

Sua participacao no estudo envolvera uma Unica etapa como segue:

Coleta de Micro-organismos: sera realizada apenas na regidao do seu pescogo, através de placas
de contato. Trés (03) placas serdao, uma a uma, colocadas em contato com o seu pescogo por 30
segundos e apoOs a coleta, as placas serdo codificadas, colocadas em estufa de crescimento.
Depois do crescimento, os resultados serdo obtidos pela contagem do numero de colbénias de
micro-organismos que cresceram por placa e a analise visual das coldnias que serdo submetidos
aos ensaios enzimaticos.

Neste estudo, vocé e os demais voluntarios nao obterao nenhum beneficio direto e ndo ha
previsdo de riscos envolvidos no mesmo, pois a técnica que sera utilizada é indolor e nédo é
invasiva.

E importante vocé saber que:

1. Os materiais utilizados no estudo (placas) sdo seguros e adequados para a finalidade a que
se destinam;

2. Participarao deste estudo 50-60 voluntarios e sua participagao tera duragéo de apenas 1 dia;
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3. Todas as informacdes obtidas sobre sua pessoa serao tratadas de maneira confidencial;

4. Sua participagdo neste estudo é de carater exclusivamente voluntario, ou seja, nao ha
remuneragao pela participacao. E ndo havera nenhuma forma de nenhum gasto.

5. Vocé nao tera beneficio direto com a participagdo neste estudo, porém estara contribuindo
para o desenvolvimento da ciéncia.

6. Em caso de duvidas, a pesquisadora responsavel pela pesquisa Carla Porto da Silva estara
disponivel para esclarecimentos pelo telefone: (019) 3521-3098 ou pelo e-mail:
cporto@igm.unicamp.br.

7. Caso haja alguma consideragao ou divida sobre a ética da pesquisa, o Comité de Etica em
Pesquisa que aprovou a pesquisa podera ser contatado:

Comité de Etica em Pesquisa / Faculdade de Ciéncias Médicas (CEP/FCM)

Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126 - Campinas — SP CP 6111 13083-887 Fone (019)
3521-8936 Fax (019) 3521-7187  e-mail: cep@fcm.unicamp.br

8. Durante o periodo de realizagéo da coleta vocé devera:
-Ter tomado o ultimo banho no minimo 12 horas antes do horario estipulado para a coleta;

-Nao ter utilizado cosméticos de qualquer natureza (creme, perfume, etc.) na regido de coleta
(pescocgo) apds o ultimo banho e durante as 12 horas que antecedem a mesma;

-Nao ter alterado seus héabitos de dieta na semana da participa¢do da pesquisa.

-Por fim, vocé tem toda a liberdade para se recusar a participar ou mesmo para se retirar do estudo
a qualquer momento em que desejar, sem qualquer prejuizo.

-Assinando este documento vocé declara que no momento estd em perfeita condicdo de salde,
estando apto a participar deste teste. Além disso, assume total responsabilidade pela veracidade
de todas as informacgdes fornecidas.

Em virtude de considerar claras e satisfatérias as informagdes acima expostas, aceito
participar deste estudo, de livre e espontanea vontade.

A minha assinatura abaixo é a declaracdo do meu livre consentimento em participar do
estudo e de ter recebido explicacéo clara e completa sobre a pesquisa acima mencionada.

Nome do voluntario

/ /
Assinatura do voluntério Data

/ /
Nome do apresentador do termo Data

“MUITO OBRIGADO PELA SUA COLABORAGAQ”
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Anexo lll - Check-list de critérios de inclusao e exclusao de voluntarios (A) e
questionario de avaliagéo individual (B), aprovado pelo CEP/FCM-Unicamp.

S"IA Universidade Estadual de Campinas
v Instituto de Quimica

Departamento de Quimica Orgénica
UNICAMP

A. Check-list de critérios de inclusao e exclusao.

Assinale com um X se o voluntario preenche os critérios de inclusao abaixo:

O Idade de 25 a 45 anos;

O O voluntario ndo alterou seus héabitos de dieta na semana da participagdo do
estudo que consentirem a participacao apds explicacédo clara a respeito da finalidade e
natureza da investigagéao (consentimento informado escrito);

O O voluntario nao utilizou medicamentos antimicrobianos ou anti-inflamatérios nos
90 dias que antecedem o estudo;

O O voluntério € usuario de produtos cosméticos;

O O voluntario concorda em aderir aos procedimentos e exigéncias do estudo e
comparecer ao local de coleta no dia e horario determinado.

O Voluntario sabe ler;

O O voluntario aceitou participar apos explicacdo clara a respeito da finalidade e

natureza da investigagao (consentimento escrito).
Assinale com um X se o voluntario NAO preenche os critérios de exclusdo abaixo:

O O voluntario apresenta alguma patologia temporaria no dia da coleta (gripe,
inflamagdes na garganta, etc.);

O Qualquer condicdo que, na opinido do pesquisador responsavel, possa
comprometer a avaliagdo do estudo.
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B. Questionario de avaliacao individual

Data: / /

Nome:
Idade: Sexo:
Cidade: Telefone:

1. Vocé atualmente tem algum problema médico, como por exemplo:
(MARQUE COM UM “ X” AS RESPOSTAS AFIRMATIVAS)
( ) diabetes (acucar no sangue)

problemas de figado, hepatite

queixas urinarias ( ardéncia ou queimagao quando urina)
problema de estdmago ( azia, queimagéao, indigestao)
problemas de intestino ( diarréia, prisao de ventre)
Ulcera

tuberculose

pressao alta

asma
meningite

doenca de tiredide (carogo no pescogo ou papeira)
anemia

dor de cabecga ou enxaqueca

()
()
()
()
()
()
()
( ) sinusite
()
()
()
()
()
()

outro, especifique:

2. Vocé usou alguma dessas medicacoes no ultimo més?
(MARQUE COM UM “X” AS RESPOSTAS AFIRMATIVAS)

() aspirina

( ) outras drogas anti-inflamatérias, analgésicas ou derivados de cortisona (celestone,
decadron, meticorten, etc...)

() calmantes, ou drogas para diminuir a tensdo ou nervosismo, ou para dormir (diazepam,
valium, lexotan, lorax, etc...)

() anticoncepcional (“pilula”)
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medicagao para asma ou bronquite
diuréticos (lasix, higroton, etc...)
horménios ( puran, cynomel, levoid, etc...)

()

()

()

( ) medicacao para diabetes

() antibioticos

( ) pilulas para emagrecer ou diminuir o0 apetite
( ) outras.

Especifique quais medicamentos vocé tomou no ultimo:

3. Vocé ja teve/tem algum tipo de problema de pele?
Alergia (dermatite)
Herpes
Acne (cravos e espinhas)
Alopecia (calvicie, queda de cabelos)

()
()
()
()
( ) Dermatite seborréica (caspa, seborréia)
( ) Roséacea

() Urticaria

() Vitiligo

( ) Outro.

Especifique:

4. Vocé caracterizaria sua pele como:
()

() Oleosa
() Mista
() Outro
Especifique:

Seca
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5. Quando exposto ao sol, vocé se queima com facilidade?
Queima com facilidade, nunca bronzeia
Queima com facilidade, bronzeia muito pouco
Queima moderadamente, bronzeia moderadamente

()

()

()

( ) Queima pouco, bronzeia com facilidade
( ) Queima raramente, bronzeia bastante
()

Nunca queima, totalmente pigmentada

6. Vocé fuma atualmente? ()Sim ()Nao

Caso afirmativo, quantos cigarros por dia?

()1 -10cigarros ()11 - 20 cigarros ( ) mais que 20 cigarros
Com que idade vocé comecgou afumar? _ anos de idade.

7. Nos ultimos 3 meses, quantos dias por semana tem consumido bebidas alcodlicas?
1 a 3 vezes por semana

4 a 6 vezes por semana

()
()
( ) todos os dias
( ) menos que uma vez por semana
()

nenhuma (pule para a questao 9)

8. Nos dias em que ingere bebida alcodlica, quantas doses vocé costuma beber em cada
ocasiao? doses.

PINGA / WISKY VINHO CERVEJA
1 copinho = 1 dose 1 copo = 1 dose 1 garrafa = 2 doses
2 garrafa = 10 doses 1 garrafa = 6 doses 1/2 garrafa = 1 dose

9. Na ultima semana, vocé comeu algum alimento que esteja fora de sua rotina alimentar
(p. ex. comida condimentada, fast food)? Ha quantos dias?

Especifique:

10. Caso vocé deseje acrescentar algo importante que nao tenha sido perguntado ou
fazer algum comentario sobre seu problema, utilize as linhas abaixo.

“MUITO OBRIGADO PELA SUA COLABORAGCAQO”
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Anexo IV - Relatério Cientifico - Identificagdo de fungos filamentosos.

S"}A UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS D -3‘;.;[
- v CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS . %*
«aN QUIMICAS, BIOLOGICAS E AGRICOLAS

= CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS
LUNICAMP DIVISAO DE RECURSOS MICROBIANOS QUINICAS, BIOLOGICAS E AGRIGOLAS

Relatério Cientifico

Identificacao de fungos filamentosos

Colaboragao em pesquisa com o a Profa. Dra. Anita Marsaioli (IQ/UNICAMP)

FASE 1. Avaliagao de polimorfismo genético pelo método de ARDRA

1.1. Abordagem experimental

1.1.1. Extragdo de DNA

Os 41 isolados de fungos filamentosos foram cultivados em caldo Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid
Brasil LTDA) a 28°C, e sob agitacdo de 140 rpm. Apods 7 dias de cultivo, o DNA genémico de cada
isolado foi extraido de acordo com o protocolo descrito por Raeder e Broda (1985). Para a remocéo
do RNA, 1 uL de RNase (10 mg ml'1) foi adicionado a suspensédo contendo o DNA extraido e a
mesma foi, entdo, submetida a incubagdo a 37°C por 60 minutos. Os resultados da extracdo de DNA
foram visualizados em géis de agarose 0,8%, corados com brometo de etideo (1 uL/100 mL) e
fotodocumentados, utilizando o sistema EpiChemi 3 Darkroom (UVP, Biolmaging System). As
estimativas das concentracdes de DNA foram feitas através da comparacdo com padrées de

concentracdo de DNA (fago 7). Os DNA foram estocados em freezer a -20 °C.

1.1.2. Amplificagao do gene DNA ribossomal 28S (D1/D2)

A regido D1/D2 do DNAr 28S foi amplificada pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) a
partir do DNA gendmico extraido das amostras, utilizando primers homologos a regides conservadas
para o grupo dos fungos: NL-1m (5" GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG 3') e NL-4m (5 GGT
CCG TGT TTC AAG ACG 3') (O’Donnell, 1993). A reacdo de PCR foi composta de: 0,4 mM de cada
primer, 0,2 mM dNTPs (GE Healthcare), 1,5 mM MgCl; (Invitrogen), 2,0 U Taq polimerase (Invitrogen)
e 1,0 X tampéo de reacdo (Invitrogen) e 5-25 ng de DNA genémico, para um volume final de 25 L.
As amplificagdes de PCR foram realizadas em termociclador (Eppendorf) com uma etapa inicial de
desnaturacdo por 5 min a 95 °C, seguido por 30 ciclos de 1 min a 94 °C (desnaturacdo), 1 min a 55 °C

(anelamento) e 3 min a 72 °C (extensao), seguido por um ciclo de extensdo final de 3 min a 72 °C.

1.1.3. Restrigdo enzimatica - ARDRA

A avaliacdo de polimorfismo genético dentre os fungos filamentosos foi realizado pelo método de
ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis). Os produtos do PCR foram digeridos com
as enzimas de restricdo Haelll, Rsal e Mspl (GE Healthcare). Para tanto, 3 pL do produto de
amplificacdo (item 1.1.2) foram utilizados em reacdes independentes de restricdo enzimatica a 37 °C

por 2 horas. Os produtos da digestdo enzimatica foram submetidos a eletroforese em gel de agarose

DRM — CPQBA/UNICAMP FONE: (19) 2139-2874
C.P.6171 FAX: (19) 2139-2852
13081-970 CAMPINAS — SP E-mail: lara@cpgba.unicamp.br
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2,5% corado com brometo de etidio (0,1 pg/mL). Os perfis de bandas (ribotipos) dos isolados foram
fotodocumentados, utilizando o sistema EpiChemi 3 Darkroom (UVP, Biolmaging System) e
submetidos a analises de similaridade utilizando-se o programa Gel Compar 4.2 (Applied Maths)

(Figura 1).
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Figura 1. Dendograma (UPGMA) derivado da analise de similaridade (Gel Compar 4.2).
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Os resultados obtidos pela técnica de ARDRA revelaram a presenca de 31 ribotipos distintos
dentre os 41 isolados analisados (Tabela 1). Desta forma, foi sugerido o sequenciamento de um
representante de cada ribotipo distinto (corte = 96% de similaridade) visando identificagdo taxonémica
e inferéncia filogenética. Os isolados selecionados para a subseqliente etapa de seqilienciamento

(FASE 2) estdo marcados na Tabela 1.

Tabela 1. Ribotipos gerados pela digestdo com as enzimas de restrigdo Haelll, Mspl e Rsal.

Enzimas
Cédigo Ribotipo | Sequenciar
Haelll Mspl Rsal

1

2ZMEA-2 151
3MEA-1
6MEA-2
9IMEA-1
28MEA-1
28MEA-2

28MEA-3 1S 2
SMEA-1
9MEA-2

[
=

mlRrlRr] =R~~~
Wl lk|lkr|=m|,r~,r]~]~
Nl |w|w|w|lw|w|~
Nl |lw|lw|lw|lw|lw]n]—

27MEA-1
28MEA-3 IS 1
28MEA-4
28MEA-5
28MEA-6
28MEA-71S 1
28MEA-7 IS 2
30MEA-1151
30MEA-1152
30MEA-2151
30MEA-21S 2
33MEA-3
35MEA-1 12 17 16 21
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Tabela 2. (Continuacéo)

smea2 |2 e e |

FASE 2. Caracterizagao taxonomica e analise filogenética dos isolados

selecionados pelo ARDRA

2.1. Abordagem experimental

2.1.1 Sequenciamento

A caracterizacdo molecular dos fungos filamentosos representantes de grupos taxonémicos distintos
(ribotipos distintos) foi baseada na analise de seqiiéncias de DNA da regido ITS1-5.85-ITS2 e/ou
regido D1/D2 do DNAr 28S. O DNA gendmico de cada linhagem de fungo filamentoso foi extraido,
quantificado e a regido ITS1-5.85-ITS2 foi amplificada utilizando os primers 1TS1 (5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3') e ITS4 (5 * TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (White et al, 1990).
Para alguns isolados a regido D1/D2 do rDNA 28S foi também seqiienciada visando obtencdo de
uma identificagdo mais acurada. Esta regiao foi amplificada de acordo com o protocolo descrito no
item 1.1.1.

Os produtos de amplificagdo foram purificados utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA and
gel band purification kit, GE Healthcare) e submetidos ao sequenciamento em sequenciador
automatico (MegaBace, GE Healthcare). Os primers utilizados para regidao ITS foram os mesmos
utilizados nas reagdes de amplificacdo (PCR). Os primers utilizados para a regido D1/D2 foram:, NL-1
e NL-4m (externos); NL-2m (CTTGTGCGCTATCGGTCTC) e NL-3m (GAGACCGATAGCGCACAAG)
(internos). As reacgdes de sequenciamento foram realizadas com o kit DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA Analysis Systems (GE Healthcare), conforme instrucdes do
fabricante. As sequéncias obtidas com cada primer foram montadas em um contig (sequéncia Unica

combinando os diferentes fragmentos obtidos) com ajuda do programa phredPhrap e comparadas
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com as sequéncias de genes de organismos representados na base de dados do Genbank

(http://www.nebi.nem.nih.gov) e do CBS (http://iwww.cbs.knaw.nl/index.htm).

2.1.2 Analise filogenética

Sequéncias de organismos relacionados a sequéncia do organismo alvo foram recuperadas dos
bancos de dados para realizacdo das analises filogenéticas. O alinhamento das sequéncias foi
realizado utilizando o programa Clustal X (Thompson et al., 1994); e as analises filogenéticas e
moleculares, utilizando o software MEGA verséo 4.0 (Tamura et al.,, 2007). O modelo de Kimura
(Kimura, 1980) foi utilizado para estimar a distancia evolutiva; e o algoritmo neighbor-joining (NJ) para

as reconstrucdes filogenéticas com o valor de bootstrap calculado a partir de 1.000 pseudo-replicatas.

2.2. Diversidade genética e caracterizacdo taxonomica

Um isclado de cada fungo representante de ribotipo distinto (31 isolados) dentre os 41 isolados
estudados foram submetidos ao sequenciamento de DNA e analise filogenética, visando identificacéo
taxondémica.

Os resultados das analises moleculares revelaram que os isolados estudados estdo, em sua
maioria, distribuidos no filo Ascomycota, incluindo sete ordens e nove géneros distintos (Tabela 2,
Figura 2): Cladosporium sp., (n=6), Capnodiales; Exophiala sp. (n=1), Chaetothyriales; Cytospora sp.
n=1) Diaporthales; Aureobasidium sp. (n=3), Dothideales; Penicillium sp. (n=2), Eurotiales;
Simplicillium sp. (n=1), Fusarium sp. (n=1) e Hypocrea sp. (n=1), Hypocreales; Alternaria sp. (n=2) e
Massarina sp. (n=1), Pleosporales. Em adicdo, foram identificados representantes dos géneros
Scolecobasidium sp. (n=1) e Phoma sp. (n=2) pertencentes ao grupo dos Coelomycetes (fungos
anamorficos) e Epicoccum sp (n=3), pertencente _a classe dos Dothideomycetes. Trés isolados (NI-
30MEA1-1, 30MEA2-1 e 43MEA1) foram classificados como n&o identificados, por apresentaram
similaridade com sequéncias de fungos da base de dados pertencentes aos géneros Phoma e
Ampelomyces. O filo Basidiomycota foi representado por isolados da ordem Agaricales pertencentes
aos géneros Marasmius (n=1), e Coprinellus (n=1) e ao género Rhodotorula (n=1). do grupo dos
fungos anamdficos. Cabe ressaltar que, os isolados identificados como Aureobasidium sp (28MEAS,
30MEA1-2 e 48MEA) e Rhodotorula sp. (28MEA7-2) sdo fungos unicelulares (estagio leveduriforme).
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Tabela 2. Caracterizacao taxonomica dos isolados selecionados pelo ARDRA
Sequenciamento Ordem ou grupo
Codige |Ribotipo st Filo
¥ " Regido ITS Regido 285 (D1/D2) ID Final taxonomico
Alternana citri ES03 - 100% - .
2MEAZ2-1 1 - Alternaria sp. Pleosporales Ascomycota
Alternaria alternata Y18-23 - 100% -
Alternaria destruens Alt2
(DQ323680) - 100% ) ;
3MEA1 2 Alternaria lini CBS 106.34 (Y17071)- Alternaria sp. Pleosporales Ascomycota
100% )
Epicoccum sp. ASR-245 (GU9T3791)
- 100% ) :
SNEAZ 2 Epicoccum nigrum CBS 125.82 ) Epcoecum sy,
(FJ426995) - 99%
SMEAN 3 - - Epicoccum sp. F”"QQS Ascomycota
anamoficos
28MEA1 3 - - Epicoccum sp.
28MEA2 3 - - Epicoccum sp.
28MEA3-2 3 - - Epicoccum sp.
Cladosporium cladosporicides ATCC
_ 0,
8MEA1 4 fa726 (.AY361%8} Hi - Cladosponium sp. Capnodiales Ascomycota
Cladosporium sphaerospermum
1089 (AM182168) - 99%

Cladosporium sp. CBS 280.4
(EU167574) - 100%
Cladospornium cladosporioides ATCC
64726 (AY361968) - 99%

SMEA3

- Cladosporium sp. Capnodiales Ascomycota

Exophiala dermatitidis ATCC 44504
(GU256756) - 100% * 2 ;
10MEA T Exophiala dermafitidis CBS 109154 - Exophiala sp. Chaetothyriales | Ascomycota

(AYB57525) - 100%
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Cladosparium cladosporioides ATCC
58227 (AY361985) - 100%

18MEA Cladosporium tenuissimum 21L-211-

MEXICO (AY904056) - 99%

Cladosporium sp.

Capnodiales Ascomycota

23MEA1-1

Cladosporium sp.

23MEA1-2

Cladosporium sp.

Simplicillium sp. FTJZZJ01

23MEA1-3 (FJ196609) - 95%

Simplicillium sp. ID06-F0394
(AB378540) - 99%

Simplicillium sp. KYK00024
(AB378539) - 95%

Lecanicillium fusisporum CBS 164.70
(AF339549) 97%

Simplicilfium sp. Hypocreales Ascomycota

Simplicillium sp. FTJZZJ01

23MEA1-4 (FJ196609) - 95%

Scolecobasidium sp. KH00283
(GUD17545) - 98%

Simpilicillium sp. KYK00024
(AB378539) - 95%

Scolecobasidium humicola P045
(EU107307) - 98%

Fungos

Scolecobasidium sp. :
anamaficos

Ascomycota

Fusarium sp. NRRL25204 (U61689)

27TMEA1 - 100%

Fusarnium succisae NRRL 13613
(U34561) - 99%

Fusanum sp. Hypocreales Ascomycota

Phoma anigozanthi CBS 38191
(GU237852) - 99%

28MEA3-1 12 Phoma acetosellae CBS 179.97

(GU237793) - 99%

Fungos

Phoma sp. ;
P anamaficos

Ascomycota

Phoma sancia CBS 644 97

— 0,
28MEA4 13 (FJ427064) - 99%

Peyronellaca eucalyptica CBS
508.91 (GU237878) - 99% **

Fungos

Phoma sp. :
p anamaficos

Ascomycota
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Tabela 2. (Continuagéo)
Leaf litter ascomycete strain its262 Massarina igniaria SGLAf72
(AF502787) - 94% (EU715627) - 97% Massarina s Pleosporales Ascomycota
Ascomycete sp. HK-S247 Massarina sp. BR386 (GQ141697) - p- P Y
28MEAS (AMOB4451) - 94% 96%
Aureobasidium pullulans NRM2
(AY225165) - 99% *** - . )
28MEAG Aureobasidium pullulans CBS Aureabasidium sp. Dothideales Ascomycota
101160 (AJ244236) - 98% -
Cladosporium cladosporioides ATCC
34668 (AY463365) - 100% - } )
28MEAT-1 Cladosporium vignae ATCC 90242 Cladosporium sp. Capnodiales Ascomycota
(AY361998) - 100% -
Rhodetorula mucilaginosa CBS 8383 | Rhodotorula mucilaginosa ATCC 32763
(AF444649) - 99% (AF335986) - 99% Fungos -
28MEAT-2 Rhodoforula mucifaginosa ATCC Rhodotorula dairenensis 1GC4897 Rhodotorula sp. anamoficos Basidiomycota
66034 (U853846) - 99% (AY033552) - 98%
Phoma sorghina CBS 986.95
(FJ427075) - 100% -
30MEA1-1 Ampelomyces sp. KUC5006 NI NI Ascomycota
(GQ241274)- 100%**** -
Aureobasidium pullulans CBS
110375 (AY139392) - 100% - - .
30MEA1-2 Aureobasidium pullulans NRM2 Aureobasidium sp. Dothideales Ascomycota
(AY225165) - 99% -
Phoma sorghina CBS 986 .95
(FJ427075) - 100% -
3OMEA2-1 Ampelomyces sp. KUC5006 NI NI Ascomycota
(GQ241274)- 100%**** -
30MEA2-2 - - NI
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Tabela 2. (Continuacdo)
i = Penicillium glabrum NRRL 766
i (AF033407) - 100% - "
33MEA3 Penicillium thomii NRRL 2077 Femclites ep.
(AF034448) - 99% - )
p_— Euratiales Ascomycota
35MEA1 2 : . Penicillium sp.
35MEA2 | 21 - - Penicillium sp.
JTMEA - - Peniciflium sp.
Marasmius cladophyllus CBB 378
- 0, -
(AY 214 i5) - 20 Marasmius sp. Agaricales Basidiomycota

JOMEA3

43MEA1

Amanita rhoadsii KCTCG689
(AF085493) - 98%

Hypocrea americana isolate AFTOL-
ID 52 (DQ491488) - 96%

Hypocrea pulvinata (AYT8T770T) -
96%

Hypocrea sp.

Hypocreales

Ascomycota

Coprinus radians KACC49348
(AF345822) - 96%

Coprinellus sp. DIS 1289a
(DQ327642) - 96%

Coprinellus sp.

Agaricales

Basidiomycota

Cladosporium oxysporum ATCC
66669 (DQ780395) - 100%

Cladasporium chlorocephalum ATCC
38011 (AF393686) - 100%

Cladosporium sp.

Capnodiales

Ascomycota

Ampelomyces sp. Po61 (Y207317) -
99%

Ampelomyces quercinus ATCC
36786 (AF035778) - 96%

NI

NI

Ascomycota

44MEA

27

Cladosponum coralloides ATCC
16160 (AF393695) - 100%

Cladosporium gossypiicola ATCC
38026 (AF393702) - 100%

Cladosporium sp.

Capnodiales

Ascomycota
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Tabela 2. (Confinuacao)

- Y Z

CENTRO PLURIOI
QUIMICAS, BIOL!

IPLINAR DE PESQLISAS
GICAS E AGRICOLAS.

Penicillium glabrum CBS:125643
(GU981567) - 100%

Leptosphaerulina trifoli MU 5405
(AY131203) - 96%

Epicoccum nigrum (AY093414)

Dothideomycetes

45MEA 28 Penicillium purpurescens NRRL 720 Penicillium sp. Eurctiales Ascomycota
(AF033408) - 99% -
Aurecbasidium pullulans SN22 Aureobasidium puflulans ATCC6292
(FJ515165) - 100% (AF050239) - 100%
48MEA 29 Aureobasidium pullulans var. Aureobasidium sp. Dothideales Ascomycota
Aureobasidium pullulans CBS melanigenum CBS 110374 (FJ150929)
110376 (AY139393) - 99% - 99%
Epicoceum nigrum wb599
AF455395) - 99% - . mitosporic
4IMEAS - Epf'coc(cum m'grunf{ CBS 318.83 Epicoccum sp. Dothideo?nycetes Ascomycota
(AJ279448) - 99% -
Valsa fablanae ATCC 96150
(AY347358) - 100% - .
5TMEA e Cytospora ausfromontana CMWE736 Cytospora sp. Diaporthales Ascomycota
(AY347362) - 99% -
Ampelomyces sp. PoB1 (AY207317) - Epicoccum sorghi CBS 627.68
7TMEA1 99% (GU237979) - 99% Epicoccum sp. mitosporic Ascomycota

=*** Phoma e Ampeiomyces 530 géneros proximos

NI — Nio Identificado
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Sindnimos: * Exophiala e Sarcinomyces; ** Peyronellaea e Phoma; *** Aureobasidium e Hormanema; ***** Epicoccum e Phoma; ****** Valsa e Cytospora
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&g, Simplicilium sp. FTJZZJ01 (FJ196608) N

Simplicillium sp. KYK00024 (AB378539)
Verticillium leptobactrum CBS 26694 (EF641870)
23IMEA1-3

75 23MEA1-4

Acremonium sp. YT03 (EF577237)

Hypocreales
Hypocrea pulvinata (AYTETT07)

o5 2TMEA1 98 — Hypocrea americana AFTOL-ID 52 (DQ491488)
Fusanum napiforme ZMS5-303-6 (DQ297555)

(Fusanum succrsae MRRL 13613 (U34561)

Fusarium p i ZMS-543-13A (DQ297560)

Fusarmmsp NRRL25204 (UB1689)

Fusarium subglutinans (X94167) _
Valsa fabianae ATCC 96150 (AY347358)

S1MEA i
M 4(@3 Cytospora austromontana CMWET36 (AY347382) :l Diaporthales
Cytospora diafrypeiloidea CB5120062 (DQ923537) —
Exophiala phasomuriformis CBS124182 (GQ426966)
Sarcinomyces phaeomuriformis CBS13188 (AJ244259) X
o0 | 10MEA o Chaetothyriales
6| Exophiala dermatitidis CBS20735 (FJ974060)
Exophiala dermatitidis CB5109154 (AYE857525)
Exophiala heteromorpha CBS 11697 (AY857521)

Eupenicillium lapidosum NRRLT18 (AF033408)
Penic m spinulosum NRRLT728 (AF034461)
Penicillium glabrum NRRL7E6 (AF033407)

55 |45MEA .
Benicilium pururescens NRRLT20 (AF033408) Eurotiales
Penicillium thomii NRRL2077 (AF034448)

JIMEAI
Penicillium glabrum CBS125543 (GU981567)

J\

BMEA1
IMEAZ
Cladoesporium sphaerospermum KH00280 GUOD17501)
Cladesporium cladosporicides ATCCE4726 (AY361968)
%QMJEAT-{

J\

dinicola ATCC46649 (AY362001)
Cladosporium gossypiicola ATCC38026 (AF393702)
Cladosporium tenuissimum 21L-211-Mexico (AYS04056)
Cladosporium coralloides ATCC16160 (AF393695)
Cladosporium funiculosum ATCC38010 (AY362000)

25 | Cladosporium cladosporioides ATCCB6669 (AF393689)

Ascomycota
B

Capnodiales

18MEA

Cladosporium chlorocephalum ATCC38011 (AF393686)
(Cladosporium oxysporum ATCC 66669 (DQ7803395)
44MEA

42MEA
Cladosporium vignae ATCCS0242 (AY361998)
43MEA

Yarrowia lipolytica ZJ20-B (FJ487940)

JOMEA1-2 )
Hi sp. F-054764 (AF182377) Dothideales
Trimmatostroma ablieting CB514597 (AJ244265)
2BMEAG
| Aureobasidium pulluians CBS101160 (AJ244236) -
Aursobasidium pullulans CBS110375 (AY139392

af litter ascomycete 1000485401 (AF502787)

Fungal endﬂph\ma"é(3016‘3[)2%%4
| scomycete sp. HK-5247(AM0B4451)
28MEAS

Alternaria citri ESD3 (DQ489290)
Alternaria fenuissima STE-U4265 (AF397225)
2MEA21
Alternaria lini CBS10634 (¥17071) Pleosporales
Alternania arborescens UASWS0332 (EUD98120)
78 Altemnania alfernata ATCC28329 (AF229459)
Altermaria gaisen AGM [AF314581)

2BMEAS IMEA1

Peyronellaea eucalyptica CBS50891 (GU237878)
Phellinus pectinatus KCTC 16883 (AY189705)

76 Phoma pomoerum var. pomorum CBS 53966 (FJ427056)
JOMEA1-A

Phoma acetosellas CBS179597 (GU237793)

2BMEA3-A

Phoma pomorum 1BT:41456 (FJ839665)

gm;l;zm);ces sp. KUC5006 (GO241274) FUI'IQDS
= | 6MEA2 anamorficos

Phoma sancfa CBS 28183 (FJ427083)
4IMEA
Phoma sorghina CBS 98695 (FJ427075)
Epicoccum nigrum UFMGCB (FJ805251)
Ampelomyces sp. PoB1 (AY207317)
Epicoccum sp. ASR-245 (GUST3791)
|Epicoccum nigrum CBS 12582 (FJ426995)
TMEA1
49MEAS 2BMEAT-2
erdoromra mucilaginosa ATC C66034 (EU853846)
la glutinis MCCC2E00215 (EF194846) _/
| Rhudospondmm sphaerocarpum CBS 5930 (AF444499) =~
o0 | Marasmius cf. cladophylius MCA1837 (AY916705)
oo 3ITMEA2
86 Marasmius cladophyilus CBB-378 (AY2168475) .
Coprinus radians KACC49348 (AF345822) Aganca\es
Coprinellus sp. DIS 129a (DQ327642)

“39ME3
Coprinus xanthothrix KACC49407 (AF381228) —

VAN

o0

A

Basidiomycota

0.02
Figura 2. Arvore filogenética estruturada com base nas sequéncias de DNAr da regido ITS (600pb) dos fungos

pertencentes ao filo Ascomycota e Basidiomycota.
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Alguns isolados representantes de ribotipos distintos foram agrupados em um mesmo cluster
na analise filogenética (Figure 2), principalmente os isolados do género Cladosporium sp. Este
resultado indica que a regido 1TS1-5.85-ITS-2 deste grupo de fungos € altamente conservada e néo
permite a diferenciacdo em nivel de espécie.

Visando diferenciacdo dos fungos filamentosos do grupo dos fungos anamérficos e da classe
dos Dothideomycetes (géneros néo caracterizados em nivel de ordem) foi realizada analise
filogenética apenas com estes isolados, o que permitiu a caracterizacdo dos isolados 28MEA4,
28MEA3-1 como pertencentes ao género Phoma sp. e 49MEAL e 6MEAZ2 pertencentes ao género
Epicoccum sp. (Figura 3). Contudo, ndo foi possivel a caracterizacdo dos isolados 30MEA1-1,
30MEA2-1 e 43MEA1, os quais agruparam com fungos do banco de dados dos géneros Phoma e
Ampelomyces, os quais s@o géneros freqlientemente confundidos. Conforme Sullivan & White (2000)
isolados anteriormente atribuidos ao género Ampelomyces mostraram-se como pertencentes ao
género Phoma através de estudos morfoldgicos e analise da seqiiéncia do DNA ribossomal de outros
genes. Assim, estudos adicionais sdo necessarios para a correta confirmacéo do género.

Phoma jolyana CBS 46369 (FJ427026)
Phoma pomorum var. pomorum CBS 53966 (FJ427056)
Peyronellaea eucalyptica CBS 50891 (GU237878)
Phoma sancta CBS 28183 (FJ427063)|
Phoma pomorum IBT41456 (FJ839865)
28MEA4
’—Phoma anigozanthi CBS 38191 (GU237852)

\—|:Phoma acetosellae CBS 17997 (GU237793)
28MEA3-1

] L Ampelomyces quercinus CBS 63392 (AF035778)
Epicoccum sp. CBMAI 1028 (GQ370377)
49MEAS

Epicoccum nigrum CBS 31883 (AJ279448)
Epicoccum nigrum CBS 12582 (FJ426995)

Epicoccumsp. ASR-245(GUYT3791)
6MEA2

Epicoceum nigrum UFMGCB ( FJ605251)

51,7TMEA1
65 |l43MEA1
Epicoccum sorghi NRRL54205 (HMO47195)|

mpelomyces sp. A10 (EU781667)

97| |Ampelomyces sp. KUCH006 (GQ241274)
J0MEAZ2-1

28 Ampelomyces sp. Po61 (AY207317)

30MEA1-1
Phoma sorghina CBS 98695 (FJ427075)

68

53

51

52
68

0.002
Figura 3. Arvore filogenética estruturada com base nas sequéncias de DNAr da regifio ITS (600pb) dos fungos

pertencentes grupo dos fungos anamoficos, géneros Phoma, Epicoccum e Ampelomyces.
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Todos os isolados estudados foram sequenciados utilizando primes especificos para o
espaco interno transcrito (ITS) do rDNA. O ITS é dividido em ITS1, localizado entre os genes 185 e o
5.85, e 0 ITS2, que separa os genes 5.85 e 285 (Schlotterer et al., 1994). Enquanto as regides dos
genes ribossomais séo altamente conservadas dentro da espécie, as regides dos espacadores ITS
podem variar intraespecificamente na sequéncia de bases e no comprimente, sendo frequentemente
usadas para taxonomia de espécies e géneros (Schlotterer et al., 1994; Gomes et al., 2002).
Entretanto, a subunidade maior do DNA ribossomal dos eucariotos (LSU rDNA) que compreende os
dominios D1/D2, também é relatada como Util para a identificacdo da maioria dos fungos filamentosos
do grupo dos ascomicetos, em especial para caracterizacdo de leveduras (Guarro et al., 1999;
QO'Donnell et al., 2001). Assim, os isolados que ndo mostraram resultados conclusivos quanto ao
sequlenciamento e estudo filogenético da regido ITS, foram adicionalmente seqlienciados utilizados

as primers especificos para o dominio D1/D2 (Tabela 2e Figura 4).

Glonium pusillum CBS119348 (EU552134)
Epicoccum sorghi CBS62768 (GU237979)
Phoma glomerata 15LR (AY293784)
Epicoceum nigrum (AY093414)
Sphaenothynum fikcinum CBS123028 (EUS52164)
TMEA1
-Pyrenochaeta unguis-hominis CBS 111112 (GQ387623)
assarina eburnea CBS47364 (GU301840)
L1 etendraea eurotioides CBS 21231 (AYT787935)
28MEAS
-Massarina igniaria CBS 84596 (GU301841)
Massarina igniaria SGLAFT2 (EUT15627)
I: Glonium compactum CBS 112412 (FJ161172)

100 Glomum stellatum CBS20734 (FJ161179)
Aureobasidium pullulans var. melanigenum CBS110374 (FJ150929)
48MEA
93~ Aureobasidium sp. KCTC 26210 (AF459655)
27 Aureobasidium pullulans ATCC82921 (AF050239)
Lecanicillium fusisporum CBS16470 (AF339549)

00 23MEA1-3
gg | [Simplicillium sp. KYK00024 (AB378539)

71 'Simplicilium sp. ID0G-F0394 (AB378540)
Scolecobasidium terreum P043 (EU107308))
Scolecobasidium humicola P045 (EU107307)
99 Scolecobasidium sp. KHD0283 (GUO17545)|
82| 23MEA1-4

89

98

Ascomycota

100

‘ Rhodotoruia mucilaginosa AFTOL-ID 1548 (DQ832198)

Basidiomycot 28MEAT-2
a 100 ‘Rhodotorula mucilaginosa ATCC 32763 (AF335986)

Rhodotorula dairenensis 1GC4897 (AY033552)

0.02

Figura 4. Arvore filogenética estruturada com base nas sequéncias de DNAr 285 (500 pb), filo Ascomycota e
Basidiomycaota.

DRM — CPQBA/UNICAMP FONE: (19) 2139-2874
C.P.6171 FAX:(19) 2139-2852
13081-970 CAMPINAS — 5P E-mail: Jara@cpgba.unicamp.br

162



.\‘_")" UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS (,,DC-?_'B T

il =
—f '° CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS <
} QUIM]CAS’ BIOLOGICAS E AGRICOLAS CENTRO PLURIDISGIFLINAR DE PESQUISAS
UNICAMP DIVISAO DE RECURSOS MICROBIANOS GUINIGAS: BIOLOGILAS £ AGRICOLAS

Os resultados das andlises moleculares da regido D1/D2 permitiram a identificacdo dos
isolados 48MEA, 28MEA7-2, 28MEAS5 e a confirmacéo do género para os isolados 23MEA1-3 e
23MEA1-4 (Figura 4). Em adicdo, o isolado 7TMEA1 que agrupou com fungos do banco de dados de
diferentes géneros proximos filogeneticamente, quando analisado separadamente (Figura 5) agrupou-

se com o género Epicoccum, permitindo sua identificacdo como Epicoccum sp..

Epicoccum nigrum (AY093414)

—— Epicoccum nigrum CBS 173.73 (GU237975)
Sphaeriothyrium filicinum CBS123028 (EU552164)
Phoma glomerata CBS 52866 (EU754184)

58 || Phoma glomerata 15LR (AY293784)

Glonium pusilflum CBS119348 (EU552134)

Epicoccum pimprinum CBS 246.60 (GU237976)

100 7TMEA1

55 | Epicoccum sorghi CBS 62768 (GU237979)

Phoma septicidalis CBS 101636 (GQ387601)

Glonium steflatum CBS 207 .34 (FJ161179)

\—Gfomum compactum CBS 112412 (FJ161172)
B
0.01

Figure 5. Arvore filogenética estruturada com base nas sequéncias de DNAr 28S (500 pb) do isolado 7MEA1

2.3. Conclusdes

A metodologia empregada para as analises de avaliagdo de polimorfismo genético pelo método de
ARDRA e identificagéo molecular dos 41 fungos estudados foi empregada com sucesso, pois permitiu
o conhecimente da diversidade dos isolados, hem como a identificagdo em nivel de género de 28

isolados dentre os 31 submetidos ao seqlenciamento e analise filogenética.
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Anexo V — Espectros de Massas

1004
904
804
704
604
504
404

4

304

204 55

‘ ‘ 54

ol |

400 435 450 475 500

E-1. Espectro de massas obtido por

hexenila (18).
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E-2. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do heptanoato de alila

(19).

1004

904

804

704

604

504

409

304

204

m/z178

105
102] |

T000 1050 1100

——
115.0

T
120.0

E-3. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do acetato de 3-

fenilpropila (20).
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E-4. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do 3-ciclohexilpropanoato

de alila (21).
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. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do laurato de etila (22).
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E-6. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do salicilato de 3-

hexenila (23).
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E-7. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do cis-3-hexenol (18.1).
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E-8. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do acido heptandico
derivatizado na forma de éster metilico (19.1).
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E-9. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do 3-fenilpropanol (20.1).
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E-10. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do laurato de metila

(22.1).
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E-11. Espectro

de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do
fenilpropandico (20.2).
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E-12. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do 3-cicloexilpropanoato

de metila (21.1).
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E-13. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do acido cicloexandico
na forma de éster metilico (21.2).
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E-14. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons

hexendico na forma de seu éster metilico (18.2).
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E-15. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do salicilato de metila
(23.1, m/z 152, éster metilico).
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E-16. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) da undecan-2-ona (24).
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E-18. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) da 2-hexilciclopent-2-
en-1-ona (26).
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E-19. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) da 4-(2,6,6-
trimetilcicloexil)-2-butanona (27).
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E-20. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do 3-
metilciclopentadecanona (28).
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E-21. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do undecan-2-ol (24.1).
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E-22. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do 2-pentilciclopentanol

(25.1).
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E-23. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) da delta-decalactona

(25.2).
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E-24. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do 2-metil-4-propil-1,3-

oxatiano (29).
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E-25. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do 2-isopropil-4-
metiltiazol (30).
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E-26. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do 2-metil-5,7-
diidrotieno[3,4-d]-pirimidina (31).
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E-27. Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70 eV) do 29.1.
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Anexo VI — Espectros de RMN de 'H e °C.
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E-28. Espectro de RMN de 'H (250 MHz, CDCl3) do cis-25.1.
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E-29. Espectro de RMN de '°C (62,9 MHz, CDCl3) do cis-25.1
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E-30. Espectro de RMN de '°C, DEPT 90° e 135° (62,9 MHz, CDCl3) do cis-25.1
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E-33. Espectro de RMN de '°C, DEPT 90° e 135° (62,9 MHz, CDCl3) do trans-25.1.
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E-36. Espectro de RMN de 3G, DEPT 90° e 135° (62,9 MHz, CDCls) do 2,3-trans-
3,4-trans-29.1.
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