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“Os pensamentos s&o livres!
Quem pode adivinha-los?
Eles passam voando

Como sombras da noite.
Ninguém pode sabé-los,
Ninguém pode atingi-los,
N&o ha como mudar:

Os pensamentos séo livres!

Eu penso o que eu quero,
E tudo o que me agrada,
Mas tudo em siléncio

Sem chamar a atengéo.
Meu desejo e meu anseio
Ninguém pode impedir.
N&o ha como mudar:

Os pensamentos séo livres!

E se eu for aprisionado

No mais sinistro calaboucgo,
Tudo isto sera obra

Inatil e também va;

Pois os meus pensamentos
Partem os grilhbes

E os muros em dois:

Os pensamentos séo livres!

Por isto para sempre

Deixarei de lado preocupacbes

Deixarei de lado para sempre
Os meus temores

Pois no coragdo sempre
Sera possivel rir e ser alegre
E ao mesmo tempo pensar:
Os pensamentos séo livres.’

z

(Karl Marx)

“Até que um dia o mais fragil deles entra sozinho em nossa casa, rouba-nos a lua e,
conhecendo o nosso medo, arranca-nos a voz da garganta.

E porque n&o dissemos nada, ja ndo podemos dizer nada.’

z

(Vladimir Maiakovski)
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RESUMO

Identificagao e estudo do fungo Mucor circinelloides isolado do tronco de Pinus
taeda, com énfase em biotransformagao da carvona. Fungos associados a plantas
tém sido intensamente estudados buscando a descoberta de novas substancias e o
entendimento das interagdes ecoldgicas entre plantas e microorganismos. Este trabalho
visou a identificagdo de um fungo associado ao tronco do Pinus taeda utilizando para
isso a identificagcdo morfolégica com imagens de microscopia Optica e microscopia
eletronica de varredura (MEV), identificagdo por sequenciamento genético da regido
18S ribossomal, e identificagdo por perfil proteébmico usando MALDI-TOF. O fungo foi
identificado como Mucor circinelloides e seu metabolismo foi estudado, sendo
identificadas uma mistura de ergosterol e 3-epiergosterol, mistura de glucosilceramidas,
e o 3-glucopiranosil sitosterol. A énfase do trabalho foi a biotransformagéo da carvona,
que é um dos principais monoterpenos encontrados na natureza e um dos mais
comercializados. Com o experimento de biotransformacédo foi possivel isolar dois
produtos trihidroxilados como também identificar alguns outros como dihidrocarvona,
dihidrocarveol e neo-dihidrocarveol por GC-MS. A partir dos produtos identificados foi
proposto um caminho de biotransformagao como também uma estimativa de producéao
para alguns produtos e estimativa de consumo da (4R)- e (4S)-carvona, que é
consumida em menos de 4 horas de experimento, mostrando um metabolismo muito

acelerado conforme é relatado em diversos géneros de Mucor.
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ABSTRACT

Identification and study of the fungus Mucor circinelloides isolated from the trunk
of Pinus taeda, with emphasis on the carvone biotransformation. Fungi associated
with plants have been studied ripping seeking the discovery of new substances and the
understanding of the ecological interactions between plants and microorganisms. This
study aimed to identify a fungus associated with the trunk of Pinus taeda using
morphological analysis with images obtained by optical microscopy and scanning
electron microscopy (SEM), genetic sequencing of the 18S ribosomal region, and
proteome analysis by MALDI-TOF. The fungus was identified as Mucor circinelloides
and its metabolism was studied. A mixture of 3-epiergosterol and ergosterol,
glucosilceramidas mixture, and 3-glucopyranosyl-sitosterol were identified. The
emphasis of this work was on the biotransformation of carvone, which is one of the main
monoterpenes found in nature and one of the most commercialized. From the
biotransformation experiment it was possible to isolate two trihydroxylated products and
also dihydrocarvona, dihydrocarveol and neo-dihydrocarveol identified by GC-MS. The
biotransformation products were identified by GC-MS and were proposed a pathway
biotransformation. After that was performed also an estimative of production for some
products and consumption estimated of (4R) - and (4S)-carvone, which is consumed in
less than four hours of the experiment, showing a very rapid metabolism as reported in

several genera of Mucor.



SUMARIO

1. INTRODUGAO

xii

1.1. Micro-organismos endofiticos e suas associagoes

1.2. Aspectos gerais de biotransformagao

1.3. Terpenos

1.4. O género Mucor

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

2.2. Objetivos especificos

3. METODOS EXPERIMENTAIS

3.1. Reagentes e materiais cromatograficos

3.2. Equipamentos

3.3. Metodologia

3.3.1. Isolamento e cultivo do microorganismo

12

17

17

17

19

19

20

22
22

3.3.2. Identificagao morfolégica

23

3.3.3. Identificagao por sequenciamento genético

26

3.3.3.1. Extracdo de DNA

26

3.3.3.2. Reagdo em Cadeia da Polimerase da Regiao ITS-1 do rDNA

3.3.3.3. Reacao de sequenciamento

27
27

3.3.4. Identificagao por MALDI-TOF

28

3.3.4.1. Preparo da amostra de fungo

28

3.3.4.2. Extragao dos peptideos

29

3.3.5. Analise de metabdlitos produzidos por Mucor circinelloides cultivado em

meio sélido de arroz

29

3.3.56.1. Cultivo do fungo em meio sélido de arroz

29

3.3.56.2. Particao liquido-liquido do extrato fungico

30

3.3.5.3. Isolamento de metabdlitos produzidos por Mucor circinelloides

3.3.5.3.1. Substancia C_19

31
31




xiii

3.3.5.3.2. Substancia C3_36 32
3.3.5.3.3. Substancia C4_13 33
3.3.6. Biotransformag¢ao com Mucor circinelloides 34
3.3.6.1. Biotransformacao da (4R)- e (4S)-carvona 34
3.3.6.1.1. Experimento em 12 dias 34
3.3.6.1.2. Estimativa de consumo da carvona e estimativa de producao para
alguns produtos identificados 35
4. RESULTADOS E DISCUSSOES 38
4.1. ldentificagao de Mucor circinelloides 38
4.1.1. Identificagcdo morfolégica 38
4.1.2. Sequenciamento genético da regiao 18S ribossomal 42
4.1.3. Identificagao por MALDI-TOF 44
4.2. Substancias isoladas 47
4.21. Ergosterol e 3-Epiergosterol 47
4.2.2. Cerebrosidas 49
4.2.3. Sitosterol glicosilado 54
4.3. Biotransformacgoes 57
4.3.1. Biotransformacgéao da (4R)-carvona e (4S)-carvona 57

4.3.1.1. Determinagao estrutural de mentanotriois CarvR_61 e CarvR_51_9
isolados 59
4.3.1.2. Proposta de caminho de biotransformagéao para a (4R)- e (4S)-carvona__63

4.3.1.3. Estimativa de consumo da (4R)- e (4S)-carvona e de producao de outros

produtos por GC-MS 66
4.3.1.4. Estimativa de produgido de mentanotriois 68
5. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS 71

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 74




1. INTRODUCAO




Introducéio 2

1. Introducgao

1.1. Micro-organismos endofiticos e suas associagoes

Tem se observado um grande interesse na area de microbiologia,
principalmente na utilizagdo dos fungos com potencial de uso na biotecnologia. Isso se
deve principalmente ao rapido crescimento microbiano e a diversidade de seu
metabolismo (TRABULSI, 1996; CHOMCHEON, 2009). O reino fungi € um dos mais
numerosos, com cerca de 1 milhdo e quinhentas mil espécies espalhadas pelo mundo
apresentando uma grande variedade de formas, comportamentos e ciclos de vidas
(FIGURA 1.1), sendo que apenas 5% dessas ja foram catalogadas. Muitas dessas
espécies sao de grande importancia natural e comercial, e dentre esses podemos
destacar os utilizados na fabricagdo de alimentos, bebidas, farmacos e cosméticos.
Com pesquisas na descoberta de novas espécies espera-se o0 surgimento de novas
substancias e novas propriedades com potencial e valor biotecnolégico (HUTCHINSON,
1998; PELAEZ, 2006).

FIGURA 1.1 - Representagao de algumas variedades de fungos.



Introducéio 3

Durante milhares de anos a medicina popular utilizou carne, queijo e pao
mofado para curar as feridas, contudo somente em 1928, Alexander Fleming observou
que o fungo Penicillium notatum produzia uma substancia capaz de inibir o crescimento
do Staphylococcus aureus. A partir dessa observagao inicial, constatou-se que o caldo
de cultura do fungo era inibidor e até mesmo bactericida para muitas bactérias
patogénicas comuns. A substancia, devido a sua origem, foi denominada penicilina e foi
o primeiro antibiotico comercial (FONSECA, 1984).

Os micro-organismos constituem uma fonte extremamente rica para
produgcdo de diversos farmacos comerciais, incluindo: antibidticos (B-lactamicos e
tetraciclinas), antitumorais (taxol), analgésicos (cefalosporina), redutores de colesterol
(lovastatina), imunossupressores (ciclosporina A), anticancerigenos (bestatina),
antifungicos (validamicina) e varios outros (FIGURA 1.2) (PEARCE, 1997; HARVEY,
2008; GANESAN, 2008).

o ™ OH
OH
H
: N
o] OH
Bestatina (Anticancer) Validamicina (Antifungico)

FIGURA 1.2 — Alguns produtos naturais isolados de micro-organismos e sao
comercializados como farmacos.
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Devido a grande versatilidade da biossintese microbiana, encontram-se
varias moléculas isoladas de micro-organismos com as mais diversas atividades
biolégicas associadas, fazendo com que produtos naturais advindos de fungos e
bactérias sejam diversos, podendo apresentar um amplo espectro de utilizagdo. Para
exemplificar essa relevancia, apenas no ano de 1996, o mercado voltado aos
compostos antimicrobianos movimentou cerca de 23 bilhdes de ddlares (DEMAIN,
1999; DEMAIN, 1998; HARVEY, 2008). De modo que cada dia aumenta-se o numero
de pesquisas relacionadas a fungos e bactérias, enfatizando a descoberta de novas
substancias produzidas pelos micro-organismos, ou o estudo das relagdes ecoldgicas e
associagdes entre micro-organismos e hospedeiros.

Os micro-organismos podem apresentar diferentes tipos de interagdes
com seus hospedeiros, podendo ser de forma neutra, benéfica ou prejudicial.

As associagdes neutras se caracterizam pela auséncia de competicdo por
nutrientes limitantes no meio entre o hospedeiro e o micro-organismo invasor, nao
havendo prejuizos para nenhuma das espécies.

Nas associacdes benéficas, conhecidas também como mutualisticas ou
simbidticas, ambos os organismos obtém vantagens. Exemplo disso sdo os micro-
organismos endofiticos, que foram denominados por Petrini et al., (1991) como “micro-
organismos que durante determinado periodo de suas vidas colonizam seus
hospedeiros (plantas) sem causar sintomas visiveis de doengas”, neste exemplo o
micro-organismo pode produzir ou induzir a producdo de metabdlitos de grande
importdncia a planta, os quais sado responsaveis, por exemplo, pela diminuicdo de
herbivoras, insetos e outros micro-organismos, trazendo grandes vantagens para o
desenvolvimento de ambos (TINTJER, 2006; PETRINI, 1992; DAVITT, 2010). Outros
exemplos sd&o as micorrizas que constituem outro tipo de interagdo simbidtica
importante, que sao definidas como associagdo de micro-organismos com raizes das
plantas. Esses micro-organismos, principalmente fungos da ordem dos zigomicetos
podem penetrar nas células corticais do hospedeiro, formando arbustos ou rolos, ou
formar uma camada feltrosa sobre as raizes e uma rede ao redor das células corticais.
Desse modo as hifas fungicas aumentam a superficie de absorgdo das raizes sendo
vantajoso a planta pelo auxilio na obtencdo de nutrientes (AGRIOS, 1988; PELCZAR,
1981).
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As associagoes prejudiciais ou patogénicas sao representadas por quatro
interacdes: O antagonismo que se baseia na inibicdo de uma espécie por outra, como o
fato de certos micro-organismos produzirem antibioticos. A competicdo que ocorre
quando duas populagdes sao adversamente afetadas em relagdo a sobrevivéncia e ao
crescimento. O parasitismo, que € uma interagdo em que um organismo vive sobre ou
dentro do outro organismo. A predagcdo € uma associagao na qual um organismo
alimenta-se e digere outro organismo (PELCZAR, 1997; AGRIOS, 1988).

Essas associagbes entre micro-organismos e seus hospedeiros
proporcionam que 0s micro-organismos tenham um sistema enzimatico muito rico, ou
para producao de metabdlitos secundarios na tentativa de se fortalecer em seu habitat,
como exemplo a producdo de antibidticos; ou na modificacdo estrutural de substancias
toxicas produzidas pela planta, como as fitoalexinas.

Com a idéia de utilizar o metabolismo de um micro-organismo previamente
selecionado para realizar modificagdes em diferentes substratos € que consiste a
biotransformacao, e para isso sao utilizadas principalmente substancias provenientes
de fontes naturais como precursores. Os processos de biotransformacédo sdo também
uma ferramenta importante para uma melhor compreensdao da relagdo planta-
microorganismo. A partir dos compostos produzidos pela planta e fungo, é possivel
prever os tipos de enzimas envolvidas na reagdo e assim compreender a relagao

bioquimica entre as duas espécies.

1.2. Aspectos gerais de biotransformacgao

Sdo denominadas como biotransformagbes as reacbes quimicas
mediadas por micro-organismos ou por preparagdes enzimaticas, com o principal
objetivo de substituir uma reagdo quimica convencional, por uma via biolodgica de baixo
custo, alta especificidade e de facil execugao (ADELIN, 2011). Segundo Turner et al.
(1998) biotransformagéo é uma ferramenta da tecnologia quiral, ja que enzimas séo
geralmente estéreo e enantiosseletivas.

Existem duas classes principais de biotransformacao: com células inteiras

e enzimas:
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o Células inteiras: sdo biotransformagdes geralmente baratas, mas é necessario
experiéncia em técnicas microbioldgicas. O isolamento do produto € complicado
pela presenca da biomassa e reagdes colaterais, incluindo o metabolismo do
substrato. Além disso, sdo necessarios grandes volumes na reagdo para
biotransformar pequena quantidades de material.

. Enzimas: devido as enzimas serem mais seletivas, esse tipo de
biotransformagao exige aparelhos mais simples, e pode ser executada em

solugdes mais concentradas e na presencga de solventes organicos.

Alguns biocatalisadores podem realizar reagdes dificeis de serem obtidas
por métodos tradicionais em quimica organica, tornando-os recomendaveis na sintese
de compostos enantiomericamente puros. Isto se deve, principalmente, a aspectos de
seletividade das reagbes enzimaticas tais como quimiosseletividade, regiosseletividade
e enantiosseletividade (PATEL,1997).

As enzimas, em sua maioria, sdo proteinas formadas a partir de 20
aminoacidos cuja sequéncia e arranjo tridimensional determinam a fungao bioquimica
dessas biomoléculas. A agdo enzimatica de uma proteina estd sempre associada a um
sitio ativo, area na superficie da enzima na qual o substrato se associa, conferindo a
essa proteina uma especificidade catalitica (BASTOS, 2005).

Podemos enumerar algumas vantagens do uso das enzimas nas

biotransformacdes e reagdes biocataliticas (FABER, 1997):

° Sao catalisadores muito eficientes;

o Sao ambientalmente aceitaveis (degradaveis);
. Trabalham em condi¢des reacionais suaves;
. Possuem uma alta tolerancia aos substratos;
. Podem catalisar diferentes reacdes quimicas.

Como desvantagem, temos que enzimas degradam com o tempo e a
forma correta de armazenamento é essencial, além de que a reatividade das enzimas é
profundamente influenciada pelas condigdes de reacédo, de modo que o controle do pH
é fundamental para atividade maxima da enzima. Um dos problemas da

biotransformacdo de substratos naturais € que o substrato freqientemente € apenas
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ligeiramente soluvel em agua, e a maioria das enzimas tolera baixa concentracao de
etanol ou isopropanol como co-solvente, sem efeito sensivel na reatividade (KELLY,
1998; HIROSE, 2002).

Reacgdes biocataliticas tém sido uma promessa para uma quimica mais
"verde", sem o uso de solventes organicos e com formagéo de menos subprodutos, o
que contribui para um crescente avango neste ramo (HOLLMANN, 2011).

O uso de biotransformacdes vem sendo estudado por mais de um século,
sendo que o primeiro uso descrito para biotransformacao foi em 1858, quando Luis
Pasteur conseguiu obter o L-tartarato de aménio a partir de uma mistura racémica de
DL-tartarato de amoénio, utilizando para isso o fungo Penicillium glaucum (HANSON,
1992).

O progresso no uso de enzimas e células integrais na Quimica Orgénica
Sintética foi relativamente lento até os anos 50, sendo que os estudos com esteroides
podem ser referidos como marco histérico nessa area. Em 1937, Mamoli & Vercellone
prepararam a testosterona a partir da deidroepiandrosterona DHEA, utilizando
microrganismos (FIGURA 1.3). Este trabalho foi de grande importancia, pois viabilizou o

desenvolvimento da producédo dos horménios sintéticos (STOUDT, 1960).

CHy 1

‘ CHz ‘0
Levedura ‘
———
0

Deidroepiandrosterona Testoterona

FIGURA 1.3 - Biotransformagédo da DHEA utilizando micro-organismos.

Atualmente, biotransformacbdes tem se tornado uma ferramenta muito
importante no desenvolvimento de novas tecnologias e para a sintese de compostos
com alto valor agregado, devido a capacidade que fungos tém de reagir seletivamente
em grupos funcionais, que estdo quimicamente situados em regides diferentes da

molécula, e realizando reagbes em regides que dificilmente ocorreriam por sintese
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quimica convencional, principalmente quando se deseja obter farmacos
enantiomericamente puros. (FABER, 1997; ADELIN, 2011).

Outro exemplo de biotransformagao relatado recentemente pelo grupo
LaBioMMi (Laboratério de Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos) foi a
biotransformacado da cafeina pelo fungo Penicillium griseoroseum isolado de Coffea
arabica. O fungo foi capaz de biotransformar a cafeina, que € um dos principais
metabdlitos produzidos pela planta hospedeira, realizando uma desmetilacdo seletiva e
formando assim a teofilina (FIGURA 1.4) (SILVA, 2009).

o) o H
/ /
~ N ~ N
‘ > Penicillium ___ | >
Y/ griseoroseum V,
(%\ N O}\ N
| |

Cafeina Teofilina

FIGURA 1.4 - Desmetilagdo seletiva da cafeina formando a teofilina

Partindo deste exemplo, podemos supor que micro-organismos terao
maior sucesso em biotransformar constituintes quimicos presentes na planta
hospedeira, devido ao seu desenvolvimento evolutivo. Com isto em mente, partimos
para o fato de que se realmente um fungo ou outro microorganismo presente em
plantas sejam capazes de biotransformar os constituintes quimicos mais encontrados
nestas, talvez substancias frequentemente encontrada em plantas como os terpenos,
com diversas atividades associadas, sejam uma fonte de substratos extremamente

diversificados para a produgao de novas substancias.
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1.3. Terpenos

Os terpenos compreendem o maior grupo de produtos naturais, com mais
de 35.000 substancias conhecidas e apresentam uma grande diversidade estrutural
(DEMYTTENAERE, 2001).

Estes compostos tém como base unidades isoprénicas Cs. Os terpenos
sao classificados de acordo com o numero dessas unidades presentes no seu
esqueleto carbbnico, como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30), e tetraterpenos (C40)
(DEWICK, 2009).

A variacado do numero de repeticdes de unidades de isoprenos, as reagdes
de ciclizagao e rearranjos entre os atomos das moléculas sdo os responsaveis pela
incrivel diversidade de estruturas observadas na natureza para estes compostos (

FIGURA 1.5) (ROHMER, 1999).

Para os produtos de origem terpénica observa-se vasta aplicagao
industrial, onde monoterpendides e sesquiterpenoides, devido a sua alta qualidade
sensorial, figuram como os principais compostos utilizados como flavorizantes na
industria de alimentos, medicamentos e cosméticos. Investigacdes revelam que
compostos como alguns monoterpenos possuem acdo na prevencdo de doencas
degenerativas, além de serem estudados como quimioterapicos contra tumores
pancreaticos e de mama (BERGER, 1995).

Oleos essenciais, cujos componentes majoritarios sdo monoterpenos e em
menor quantidade sesquiterpenos, sdo encontrados em grande quantidade na
natureza. Os 6leos essenciais estdo sendo qualificados como antioxidantes naturais e
estdo sendo reconhecidos como agentes naturais com potencial para a preservagao de
alimentos, sendo que sua efetividade contra uma grande variedade de microrganismos
ja foi relatada (BARATTA, 1998; YANISHLIEVA, 1998).
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FIGURA 1.5 — Exemplos de tipos de terpenos encontrados na natureza.

A importancia descrita para os Oleos essenciais estdo relacionadas
principalmente as suas atividades, sendo que muitas vezes estas atividades estédo
relacionadas a um conjunto pequeno de substancias, geralmente o constituinte principal
da esséncia. Isoladamente alguns desses terpenos podem ser usados com maior
eficiéncia e em menor concentragdo que esses 0Oleos.

Dentre os terpenos encontrados na natureza, podemos destacar os
oxigenados como aqueles de maior importancia para a industria, por apresentarem

sabores e odores mais atrativos comercialmente (KING, 2003).
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O interesse comercial por produtos naturais tem aumentado
gradativamente ao passar dos anos, além de que a conotagdo “natural” tem se
mostrado de grande impacto comercial. Sdo consideradas também como substancias
naturais, as substancias derivadas de reacdes puramente enzimaticas ou proveniente
de processos envolvendo micro-organismos. Devido a isso, as reagdes envolvendo
biocatalisadores naturais tém sido bastante exploradas, principalmente para a producao
de novas fragrancias comerciais a partir de terpenos (GHASEMI, 2009; CARVALHO,
2006).

Um bom exemplo de modificacdo de terpenos € um relato recente da
biotransform¢ao da curdiona, que é um sesquiterpeno com esqueleto do germacreno.
Este sesquiterpeno foi isolado de diferentes plantas e mostrou algumas atividades
importantes, como hepatoprotetora, sendo assim de interesse para a pesquisa (MA,
2006).

No processo de biotransformacgao da curdiona por Mucor spinosus, foram

obtidos cinco substancias diferentes com epoxidagdes e hidroxilagdes (FIGURA 1.6).
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FIGURA 1.6 — Caminho de biotransformagdo da curdiona por Mucor spinosus. (1)
Curdiona; (2) 1B,10a-Epoxycurdione; (3) 1 a,10 B — Epoxycurdione; (4) 2 B -
hydroxycurdione; (5) 11-Hydroxycurdione; (6) 2 3,11-Dihydroxycurdione.
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A partir desse exemplo e de outros encontrados na literatura, destacamos
a capacidade de diversos fungos para biotransformar diferentes classes de compostos,
sendo os terpenos de extrema importancia, por serem encontrados em boas
quantidades e com diferentes grupos funcionais. Como mostrado no exemplo também,
fungos do género Mucor sdo amplamente utilizados para biotransformagéo por
apresentar um sistema enzimatico rico e diversificado, além de n&o apresentar uma

matriz “muito complexa”, ou seja, com diversas outras substancias sendo produzidas.

1.4. O género Mucor

Os fungos sdo organismos eucariotos que em geral séo filamentosos e
ramificados. Os filamentos denominam-se hifas e as paredes celulares sao constituidas

por quitina. A classificagao dos fungos baseia-se nos seguintes critérios:

. Caracteristicas dos corpos de frutificagdo presentes durante os estagios
sexuais e assexuais dos ciclos de vida.
. Natureza dos ciclos de vida.

o Caracteristicas morfologicas do micélio ou células.

De acordo com conceitos taxon6micos atuais, baseados principalmente
aos estudos morfolégicos, a ordem Mucorales esta inserida na classe Zygomycetes, do
filo ou divisdo Zygomycota e do reino Fungi (TABELA 1.1). A maioria dos zigomicetos
que possui importancia clinica ou industrial pertence a ordem Mucorales, sendo seus
principais representantes os géneros Rhyzopus, Absidia e Mucor (RIBES, 2000 e
ALEXOPOULOS, 1996).

Mucorales € a maior ordem em numero de espécies e em diversidade
morfoldgica da classe Zygomycetes. Sdo fungos que ocorrem frequentemente no solo,
ar e detritos vegetais e animais; podem constituir a flora transitéria da pele e mucosas
do homem e de algumas espécies animais, e alguns deles, também podem ser
fitopatogénicos (ALEXOPOULOQOS, 1996).
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TABELA 1.1 - Classificagdo taxonémica para o género Mucor

Reino Fungi

Filo Zygomycota

Classe Zygomycetes

Ordem Mucorales

Familia Mucoraceae

Género Mucor

O género Mucor foi descoberto em 1821 por Micheli & Saint Amans
(SIDRIM, 1999). Membro da familia Mucoraceae seus principais representantes séao: M.
amphibiorum, M. circinelloides, M. hiemalis, M. indicus, M. racemosus e M.
ramosissimus (RIBES, 2000).

Espécies do género Mucor tém crescimento muito acelerado, inclusive em
temperaturas maiores que 37°C para algumas espécies, apresentando um periodo de
maturagdo por volta do segundo ao quarto dia de semeadura, em diversos meios de
cultura laboratorial. Quanto ao aspecto macromorfoldgico, possuem coldénias com uma
textura “algodonosa” alta e exuberante, com tonalidade branca ou amarelada, nos
primeiros dias, tornando-se cinza ou castanha, durante o periodo de maturagdo dos
esporangios. Quanto a micromorfologia, sdo fungos filamentosos constituidos de hifas
cenociticas de aspecto hialino, largas e irregulares, e com ramificagbes em angulo
proximo de 90°. No apice dos esporangioforos € possivel observar esporangios de
formato esférico apresentando em seu interior grande quantidade de esporangidésporos
(FIGURA 1.7) (DOMSCH, 1980).

A estratégia ecoldgica de sobrevivéncia dos Mucorales enquadra-se,
principalmente, na categoria chamada de “selecéo-R”, ou seja, sdo um dos primeiros
fungos a colonizar os substratos e a capturar os carboidratos soluveis, sendo por isso
muitas vezes chamado de “fungos do acucar’. Apresentam micélio de crescimento

rapido e reproduzem-se assexuadamente em abundancia (TRUFEM, 1999).
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FIGURA 1.7 - Modelo ilustrativo de um Mucor sp.. (1) Hifas cenociticas; (2) Esporangio;
(3) Esporangioforo; (4) Columela; (5) Esporangiosporos.

O familia Mucorales é amplamente distribuidas na natureza, e as espécies
de Mucor sado conhecidas por terem sistemas de enzimas com alta atividades
proteoliticas e lipoliticas e algumas dessas espécies sdo usados na fermentagcdo da
industria tradicional de sufu e molho de lagosta, como também, em diversos outros
processos industriais (MA, 2011; HAN, 2001).

Apesar de serem usados comercialmente na industria de alimentos, estes
microrganismos sao considerados patdgenos oportunistas. Porém a infecgdo causada
pelos mesmos é extremamente rara em hospedeiros sadios, sugerindo que a
patogenicidade destes fungos € observada principalmente quando um aspecto
especifico da defesa do hospedeiro sofre alguma alteragdo, tal como se observa em
casos de leucemia, anemia, transplantes de 6rgdos ou medula 6ssea, diabetes, asma,
cancer gastrico e outros casos diversos (CHAYAKULKEEREE, 2006; PANDIT, 2003;
VIRALLY, 2002).

Fungos pertencentes a classe Zygomycetes, causam um grupo distinto de

infec¢des designadas Zygomicose ou Mucormicose, que é a quarta causa mais comum
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de infeccdo fungica em pacientes imunocomprometidos (PANDIT, 2003). Muitos
autores, arbitrariamente, atribuem ao género Mucor a causa desta doenga, baseando
apenas em confirmagao de cultura, porém Mucor € apenas o terceiro género associado
a esta patalogia (CHAYAKULKEEREE, 2006).

Fungos do genéro Mucor tém sido exaustivamente estudados, nas mais
diversas areas e aplicagdes. Muitos dos seus estudos estdo relacionados a doenca
Zygomicose, na produgdo de lipideos e em areas como biorremediagdo e
biotransformacao devido a ser encontrados em solos e materiais em degradacgéo (XIA,
2011).

Dentre os fungos do género Mucor estudados, o fungo M. circinelloides,
isolado anteriormente de diversas fontes, como plantas, solo, e animais € um dos mais
encontrados na literatura. Ele ja se mostrou capaz de ser utilizado para hidrolisar
derivados da celulose, e também para a transformacdo de esterdides e terpenos,
mostrando assim um rico sistema enzimatico a ser explorado (SAHA, 2004;
MITSUKURA, 2005; SHAN, 2009).



2. OBJETIVOS
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2. Objetivos

21. Objetivos gerais

Utilizar diferentes metodologias de identificagdo para o fungo isolado
de Pinus taeda, estudar seu metabolismo isolando e identificando substancias
produzidas por este, como conhecer um pouco de seu sistema enzimatico com um

estudo direcionado em biotransformagao da carvona.

2.2. Objetivos especificos

. Cultivar o fungo em meio sdélido e visualiza-lo em microscopia Optica e
microscopia eletrénica de varredura (MEV), bem como fazer toda sua

identificagdo por morfologia;

. Realizar o sequenciamento da regido 18S ribossomal do fungo para

confirmar sua identificagdo em nivel de espécies;

. Isolar através de técnicas cromatograficas, identificar e caracterizar os
metabdlitos produzidos, através das técnicas de RMN e espectrometria de

massas.

° Identificar e isolar possiveis produtos de biotransformacéo, a partir dos

substratos administrados ao meio de cultivo do micro-organismo.



3. METODOS EXPERIMENTAIS
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e)

Métodos experimentais

3.1. Reagentes e materiais cromatograficos

Suportes para Cromatografia:
Silica gel 70-230 Mesh
Silica gel 230-400 Mesh

- ODS

— Sephadex™ LH 20

Colunas cromatograficas:
— PHENOMENEX Synergi 4u Fusion 250 x 4.6mm (5 de didmetro de poro);
— Agilent Extend C-18 5p 2.1x150 mm

Cartucho de SPE Supelco C-18 — 500 mg/ 6 mL;

Solventes:

— Solventes destilados no departamento de quimica, utilizados em
cromatografia de coluna de bancada;

— Solventes grau HPLC Merck®, Aldrich®, Tedia e JT Baker

— Solventes PA Merck, Synth, Vetex, Reagen e outros

— Solventes deuterados MERCK® e ALDRICH® (98,0 — 99,9 %), para a
obtencao dos espectros de RMN.

— Agua purificada em aparelho Milli-Q;

Meios de cultura:
— BDA (Batata inglesa, Dextrose e Agar);
— BEA (Batata inglesa, Stevita® e Agar)
— Czapek:

v' D-Glicose
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NaNO;
MgSO4-7H20
KCI
FeS04-7H.0
KoHPO4
Agar

X X X X X X

Extrato de Levedura

3.2. Equipamentos

Espectrémetros de RMN:
— BRUKER DRX 400.

Espectrometros de Massas:
— MICROMASS Quattro LC, (triplo-quadrupolo);
— BRUKER Autoflex speed MALDI-TOF

HPLC
— Waters Alliance 2695: Detector de UV (PDA) para HPLC Waters 2996 e
Waters 2695 Separations Module.

Cromatografo a gas
— Shimadzu QP 2010 plus, equipado com uma coluna capilar Restek Rtx®-
5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym)

— Microscoépio Eletronico de Varredura Quanta 250 da FEI.

— Microscoépio Eletronico de Varredura Zeiss Supra 35VP.

Evaporadores Rotativos:

— Rotaevaporador Tecnal (TE 120)
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— Rotaevaporador Buchi 461-water bath (EL 131)
g) Camara de Fluxo Laminar:

— Veco VL FS-12M;

— Pachane.
h) Autoclave Vertical:

— Phoenix AV 70;

— Phoenix AV 75;
i) Triturador Turratec Tecnal;

j) Mesa Incubadora Rotativa Tecnal TE 140;

k) SpeedVac Tecnal;

[) Banho de ultrasom BRANDSON 1510;

m) Balancga analitica Tecnal;

n) Estufa de secagem Quimis;

0) BOD (Biochemical — Oxygen — Demand) Technal TE 391;
p) Centrifuga Eppendorf 5810 R

q) Sequenciador de DNA Abi Prism 377

21
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3.3. Metodologia

3.3.1. Isolamento e cultivo do microorganismo

Primeiramente foram coletados fragmentos do tronco de Pinus taeda
(FIGURA 3.1) encontrada no campus da UFSCar. O isolamento do enddfito foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por PETRINI et al. (1992). Apds a
lavagem do material vegetal em agua corrente, toda a micro populagéo epifitica foi
eliminada por meio de imersdo de fragmentos da planta em etanol 70% por 2
minutos, seguido da imersdo em agua destilada por 2 minutos, solugdo aquosa de
hipoclorito de sddio 11% durante 1 minuto, agua destilada por 2 minutos, etanol
70% por 2 minutos, e por ultimo, a lavagem em agua destilada para a remogao de
residuos dos agentes esterilizantes (ESQUEMA 3.1). Os fragmentos do material
vegetal foram depositados sob placa de Petri contendo meio sélido BDA acrescido
de antibiético terramicina e incubados a temperatura ambiente sendo observados

diariamente.

Planta - Lavageme
corteda l)lanta.

Esteriliza.gﬁ.o da

sul)erfl'(‘ie
Inocular em l)la.(‘a_
com meio BDA I
l 1. EtOH 70% x 2 min.
2. H,O x 2 min.
. 3. Hipoc]orito 4.6 % x 1 min.
Repicagem do fungo 4. H,0 2 min.
até l)lll‘iﬁ(‘a.()‘ﬁ.o 5. FtOH 70% 2 min.
6. H,O 2 min.

ESQUEMA 3.1 — Isolamento de micro-organismos endofiticos.
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A fim de purificar o fungo de estudo, promoveram-se repiques

sucessivos do fungo em placa de petri com meio solido BDA para garantir a
pureza (FIGURA 3.2).

FIGURA 3.1 - Pinus taeda. FIGURA 3.2 - M. circinelloides em
meio de cultura BDA.

3.3.2. Identificagao morfolégica

Depois de purificado, o isolado G001 foi cultivado em meio solido agar
malte 2% e incubado a 25°C e a 37°C durante sete dias sob a auséncia de luz
(DOMSCH, 1980). Também foi cultivado em placas de meio BDA por 2 e 7 dias para
serem visualizadas em microscopia Optica com agua estéril como liquido de montagem

e microscopia eletrénica de varredura (MEV) tanto ESEM como também em alto vacuo.

3.3.2.1. Microscopia Eletrénica de Varredura operando em pressao
ambiental (ESEM)

O fungo foi cultivado em meio sdélido sob a auséncia da luz por 3 dias. Em
seguida, a morfologia do fungo foi analisada por Microscopia Eletronica de Varredura
utilizando-se um microscopio Quanta 250 da FEI operando em pressdo ambiental

(ESEM - Environmental Scanning Electron Microscope). A anadlise foi realizada no
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Laboratorio de Microscopia Eletrénica de Varredura do Departamento de Ecologia e
Biologia Evolutiva, na UFSCar, com auxilio da Prof. Dra. Angélica Maria Penteado

Martins Dias.

FIGURA 3.3 - MEV da FEI Quanta 250 operando em ESEM.

A analise foi realizada cultivando o fungo por 3 dias em meio sélido BDA
sob a auséncia de luz e utilizando parte do micélio com unidades reprodutivas formadas
para ser visualizadas no equipamento. O MEV ESEM permite que as imagens sejam
captadas sem o recobrimento da amostra com nenhum metal, como tradicionalmente é
feito em alto vacuo. A analise sendo realizada sem o recobrimento da amostra com
ouro tem a vantagem do custo mais baixo e preparo de amostra mais rapido. Porém em
modo ESEM a imagem perde um pouco de resolu¢ao devido a pouca condutibilidade

dos elétrons na amostra.

3.3.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura operando em alto vacuo:

O fungo foi cultivado em meio sdélido BDA por aproximadamente 3 dias de
crescimento sob a auséncia da luz como mencionado anteriormente. Apos os 3 dias
preparou-se uma solugdo de nanoparticulas de ouro, usada para recobrimento da

amostra.
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Nanoparticulas de ouro foram sintetizadas em um baldo de fundo redondo
contendo 300 mL de uma solugdo aquosa de HAuCl, (1,0.10° mol.L™") & 90°C. Em
seguida foram adicionados 3 mL de uma solugéo de citrato de sédio (3,0.10™" mol.L™)
com pH ajustado em 3,0 (ESQUEMA 3.2). Essa mistura foi mantida sob constante
agitacdo e aquecimento durante cinco minutos. Durante o periodo de aquecimento
foram recolhidas aliquotas de 10 mL, as quais foram resfriadas até a temperatura

ambiente e submetidas a caracterizacao por UV-Vis e MEV.

100 ml HAuCI, Adicio1m!  Nucleagioe Ret
1,0x19*mol de citrato 0,30 M crescimentodas
nanocparticulas ambiente

ESQUEMA 3.2 - Sinteses de nanoparticulas de ouro.

A morfologia do fungo foi analisada por microscopia eletrbnica de
varredura. Para esse efeito, foi utilizado um microscépio Zeiss Supra 35VP com canhao
de emissao de elétrons por efeito de campo (FEG-SEM) trabalhando a 10 kV. As
amostras inicialmente foram cultivadas sobre uma placa de petri em meio sélido BDA,
pedacos de 1 cm? do fungo foram cortados e adicionados em 50 mL de disperséo
coloidal de ouro e armazenados protegidos da luz por 3 dias (FIGURA 3.4). Durante
esse periodo as nanoparticulas aderiram a superficie da hifa recobrindo parcialmente a
parede da hifa. Apds, a amostra foi depositada em substrato de silicio e secadas em
estufa a 40°C por 12 horas. Esse procedimento permite uma melhor visualizagdo dos
detalhes morfologicos do fungo que néo poderiam ser observados se utilizassemos o
procedimento mais comum, a deposi¢cao de ouro por magnetron sputtering. A analise foi
realizada no Laboratério de Caracterizagédo Estrutural, no Departamento de Engenharia
de Materiais, UFSCar, com auxilio do doutorando Luiz Fernando Gorup e do Prof. Dr.

Emerson Rodrigues de Camargo.
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FIGURA 3.4 - Esquema ilustrativo do preparo de amostra para a analise de MEV: (a)
Coldide de nanoparticulas de ouro; (b) Amostra de 1cm? de fungo imerso em 50 mL de
coldide de ouro; (c) Hifas dos fungos depositadas sobre substrato de silicio.

3.3.3. ldentificagao por sequenciamento genético
3.3.3.1. Extracao de DNA

O DNA genbmico foi extraido segundo a metodologia descrita por
Dellaporta, Wood e Hicks (1983) adaptada. Este procedimento foi realizado no
Departamento de Quimica da UFSCar com auxilio do Dr. Leonardo Toffano e Evandro
Pietro.

Os isolados foram cultivados em meio Czapeck a temperatura ambiente,
colocados no shaker a uma rotagdo de 120 rpm , durante sete dias. Cerca de 50 mg de
micélio do fungo foram transferidos assepticamente para microtubos de 1,5 mL,
contendo 600 puL de tampéao de extracdo (NaCl 0,5 M; EDTA 0,05 M; Tris-HCI 0,1 M;
pH 8,0; B-mercapoetanol 0,2%). Mediante auxilio de um pistilo, o micélio foi macerado
no tampao de extragcdo. Apos maceracao foi adicionado em cada microtubo 50 pL de
SDS 20%, seguindo-se agitagdo durante um minuto e incubacdo a 60 °C por 15
minutos. Posteriormente adicionado-se 300 pL de acetato de potassio 5 M, agita-se por
um minuto e a mistura obtida sera levada para centrifugacdo a 14000 rpm durante 10
minutos. Em seguida, 400 pL do sobrenadante, obtidos da centrifugagdo, foram
transferidos para novos microtubos contendo 400 pL de isopropanol. Uma breve
agitacao foi realizada nos microtubos e, em seguida, foram levados para centrifugagao
a 14000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi removido cuidadosamente do
microtubo e junto ao precipitado foi introduzido 500 pL de etanol 70% em cada tubo.

Os microtubos foram submetidos a nova centrifugacéo a 14000 rpm durante 5 minutos.
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Por fim todo o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em 50 pL de agua ultra-pura autoclavada. Apos a extragao,
foi realizado eletroforese em gel de agarose 1% para obter-se a quantificacdo do DNA

extraido, com aplicagdo de 2 pL de amostra de DNA.

3.3.3.2. Reagao em Cadeia da Polimerase da Regiao ITS-1 do rDNA

A partir dos primers por White et al. (1990) para a regido ITS-1 (internal
ranscribed spacer) do rDNA as reacdes foram realizadas (TABELA 3.1).

TABELA 3.1 — Componentes da PCR e suas respectivas concentracées

Reagentes Concentragao Quantidades
Agua 10,2 pL
Tp 10 X 2,5 L
MgCl, 25 mM 3,0 yL
dNTP 1.25 mM 3,0 uL
Primer ITS 1 10 pMol 2,0 uL
Primer ITS 4 10 pMol 2,0 uL
Tag-polimerase 50U 0,3 uL
DNA 2,0 uL

As reacgbes de amplificacdo foram nas seguintes condi¢des: desnaturagao
inicial a 94°C por 4 min, seguidos de 40 ciclos de 2 min de desnaturagéo a 94°C, 2 min
de anelamento a 55 °C e 2 min de elongacéo a 72 °C e concluindo com 10 min a 72 °C.
O produto da PCR foi conferido por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com

brometo de etidium, comparado com o DNA ladder de 100 pb e estimado em 50 ng/uL.

3.3.3.3. Reacao de sequenciamento

A amostra de DNA do fungo foi sequenciada com os primers ITS-1 e seu

complementar ITS-4 separadamente. O produto da PCR das regides ITS’s foram
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diluidos em agua destilada autoclavada na proporgéao de 1/10 e utilizou-se 2,0 uL para o
sequenciamento (TABELA 3.2).

TABELA 3.2 — Componentes do sequenciamento e suas respectivas concentragoes

Componentes Quantidades
ETdye 2,0 uL
Save Money 2,0 uL
Primer 1,0 uL (10 pMol/ pL)
Agua 3,0 uL
Produto da PCR 2,0 uL

O programa da termociclagem consistiu em desnaturacgéo inicial a 96 °C
por 2 min, seguidos de 35 ciclos de 20 seg de desnaturagdo a 95 °C, 15 seg de
anelamento a 50 °C e 1 min de elongacéo a 60 °C, concluindo a 4 °C por 24 horas. O
produto desta PCR foi precipitado e ressuspendido em 3,0 yL de tampao (loading) e
aplicado em gel de acrilamida para leitura das bases no aparelho sequenciador de DNA
Abi Prism 377.

3.3.4. ldentificagao por MALDI-TOF

Para realizar a analise em MALDI-TOF é necessario primeiramente fazer
uma limpeza da amostra e realizar um procedimento de extracdo dos peptideos do
fungo, os quais vao ser ionizados produzindo um perfil de comparagado com a biblioteca
do equipamento. Este método nos permite em poucas horas saber o género do fungo e
ter idéia de sua espécie, mas para isso € preciso que a biblioteca tenha varias espécies

cadastradas para uma maior confiabilidade de identificagao.

3.3.4.1. Preparo da amostra de fungo

Com o auxilio de um loop de 10 pL, foi transferido uma amostra de micélio

do fungo da placa de Petri em meio solido BDA para um frasco eppendorff contendo
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500 pL de agua. O eppendorff foi aquecido a 95°C por 30 minutos para matar o
microorganismo e agitado em vortex para dispersao das células. A amostra foi
centrifugada por 2 minutos a 5000 rpm e teve seu sobrenadante removido.

Foram adicionados mais 500 pL de agua ultra-pura e levados para a
centrifuga por mais 2 minutos com eliminagdo do sobrenadante. A amostra foi
ressuspendida em 1,2 mL de etanol 70%, centrifugada por 2 minutos, e o sobrenadante

foi retirado novamente, restando apenas o micélio sem contaminantes.

3.3.4.2. Extracao dos peptideos

Apoés ser retirado o excesso de etanol, a amostra foi lavada com agua
estéril, seqguindo da adi¢cdo de 50 uL de TFA 80% e incubados a temperatura ambiente
por 30 minutos. Apds o periodo de repouso a amostra foi centrifugada a 5000 rpm por 3
minutos. Transferiu-se para outro eppendorff uma aliquota de 45 uL do sobrenadante,
onde acrescentou-se também 135 yL de agua deionizada e 180uL de ACN. A amostra
foi novamente centrifugada por 3 minutos e seu sobrenadante foi transferido para outro
eppendorff, o qual foi seco em Speedvac. Depois de seca, a amostra foi dissolvida em
20 uL de uma solucao 50% ACN/TFA, sendo esta solugcédo usada para aplicar na placa
de analise do MALDI-TOF. Este procedimento foi adaptado pelo grupo LaBioMMi com
base na literatura (HETTICK, 2008)

3.3.5. Anadlise de metabdlitos produzidos por Mucor circinelloides cultivado

em meio solido de arroz

3.3.5.1. Cultivo do fungo em meio soélido de arroz

Para o estudo dos metabdlitos produzidos por Mucor circinelloides, o
fungo foi cultivado em arroz. Para isso adicionou-se 90 g de arroz parbolizado Uncle
Ben's® e 80 mL de agua destilada em 30 erlenmeyers de 500 mL, os quais foram

autoclavados por 20 minutos, a 120°C e 1 atm de pressao para a esterilizacdo do meio
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de cultura. Em seguida, os frascos foram agitados vigorosamente a fim de desprender
os graos de arroz e transferidos a capela de fluxo laminar, previamente esterilizada.
Apés o meio atingir a temperatura ambiente, transferiu-se para os erlenmeyers
fragmentos com cerca de 0,5 cm cada, do fungo, contido em placas de Petri em meio
BDA. Além dos frascos com os indéculos, manteve-se também durante o experimento
trés erlenmeyers contendo apenas o0 meio de cultura arroz, para controle
microbiologico. Os frascos foram incubados durante 30 dias, a temperatura ambiente
(aproximadamente 22°C), de modo estatico. Durante trés dias, os frascos foram
agitados diariamente para homogeneizar o meio junto a massa micelial em crescimento.

Depois do periodo de incubacdo, em capela de fluxo laminar foram
adicionados 300 mL de etanol absoluto a cada frasco contendo o meio de cultura em
arroz. Triturou-se completamente todo o conteudo dos erlenmeyers e apds 24 horas de
extracdo, filtrou-se a pressado reduzida. O filtrado foi rotaevaporado, obtendo assim o

extrato etandlico do fungo.

3.3.5.2. Particao liquido-liquido do extrato fungico

As particbes do extrato do fungo foram realizadas utilizando-se 17 g de
extrato, suspendidos em 500 mL de uma solugédo de alcool metilico P.A. e agua
destilada (3:7). Entdo foram adicionados 300 mL de acetato de etila e apds a agitagcao
em funil de decantacéo, a fase acetato foi separada e coletada. A extragdo com acetato
de etila se repetiu mais duas vezes, juntando toda a fase em acetato de etila e
concentrada em rotaevaporador. A solugdo de MeOH/H,O foi particionada novamente
com 200 mL de n-butanol, repetindo a extragéo por trés vezes. Depois disso todo a fase
n-butandlica e a fase MeOH/ H,O foram concentradas no rotaevaporador. O extrato em
acetato de etila foi ressuspendido em MeOH e particionado por trés vezes com 150 mL
de hexano, este também sendo concentrado, e nos deixando com quatro novos
extratos (ESQUEMA 3.3).
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Extrato
etanolico
|
1 1
Extrato
EﬁgaEt:’ MeOH 3:7
H ,O
1
Ext. Ext. n-
HexAnico [ Ext. MeOH ] Butanélico ] [ MeOH/H ,O ]

ESQUEMA 3.3 - Metodologia de extragao e parti¢cao liquido-liquido.

3.3.5.3. Isolamento de metabdlitos produzidos por Mucor circinelloides

Os extratos foram todos analisados previamente por CCD com diferentes
fases moéveis e submetidos a Cromatografia Liquida Classica, buscando o isolamento
de metabdlitos primarios e secundarios. Foram primeiro fracionados os extratos de

menores polaridades e depois os de maiores polaridades.

3.3.5.3.1. Substancia C_19

Em uma coluna cromatogréfica de dimensdes h=30cme ® =6.5 cm,
utilizando silica 70-230 mesh, foram aplicados 11,40 g do extrato hexénico e
fracionados com um sistema de eluigdo demonstrado na TABELA 3.3 a seguir. As
fragdes foram coletadas em frascos de 25 mL, e foram secas em capela com auxilio de
jato de ar.

Todas as fragdes foram monitoradas por CCD e algumas foram reunidas
devido a suas similaridades. A fragdo numero 19 foi ressuspendida com hexano e
depois com metanol, resultando um precipitado branco, soluvel em cloroférmio. Este

precipitado foi submetido a analise de RMN para caracterizagao.
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TABELA 3.3 — Sistema de eluigdo para coluna cromatografica

Sistema de eluentes Proporgao Volume (mL) Fragcoes
Hex : CH,Cl; 1:1 160 1-8
Hex : CH,Cl, : MeOH 1:1:2% 80 9-12
Hex : CHxCl,: MeOH 1:1:5% 60 13-15
Hex : CHxCl,: MeOH 1:1:10% 120 16-22
Hex : CHyCl,: MeOH 1:1:15% 120 23-28
Hex : CH,ClI, : MeOH 1:1:20% 60 29-31
Hex : CH,Cl, : MeOH 1:1:30% 60 32-34
Hex : CH,Cl, : MeOH 1:1:50% 80 35-38
MeOH 100 % 140 39-45
3.3.5.3.2. Substancia C3_36

As fracbes de 7 a 13 obtidas do fracionamento do extrato hexanico foram

reunidas de acordo com a similaridade entre elas. Elas foram secas e submetidas a

outro fracionamento cromatografico com silica 70-230 mesh, sendo aplicado agora 0,5

g de amostra, com um sistema de eluicdo mostrado abaixo na TABELA 3.4.

TABELA 3.4 — Sistema de eluicdo para coluna cromatografica

Sistema de eluentes Propor¢do Volume (mL) Fragcoes
Hex : Acetona 9:1 130 1-13
Hex : Acetona 7:3 120 14-26
Hex : Acetona 1:1 70 27-33
Hex : Acetona 3:7 60 34-39

Acetona : MeOH 1:1 70 40-47

As fragdes foram todas monitoradas por CCD e a fragcdo 36 se monstrou

com um grau de pureza significativo, sendo assim submetida a analise por RMN,

buscando a identificagdo da molécula. A analise dos dados de RMN permitiu sugerir a

classe da molécula, e esta foi analisada por HPLC-MS/MS (Waters do modulo de
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separacao 2695 e Micromass Espectrometro de Massas, Quattro LC) e o método de
separacao adotado foi utilizando uma coluna Synergi C18, 46 X 250 mm, 5

micrédmetros de tamanho de particula com sistema de eluicdo gradiente de H,O/ACN.
3.3.5.3.3. Substancia C4_13
Apds a analise do extrato hexanico, foi realizada a separacdo do extrato
metandlico, da particdo em AcOEt. A separacgao foi realizada em coluna cromatografica
de dimensdes h=30 cm e ® = 6.5 cm, utilizando silica 70-230 mesh, aplicando 28 g de

amostra. O sistema de eluigdo € o mostrado na tabela abaixo.

TABELA 3.5 — Sistema de eluigdo para coluna cromatografica

Sistema de eluentes Proporgdo  Volume (mL) Fragoes
Hex : CHyCl,: MeOH 1:1:2% 120 1-6
Hex : CHyCl,: MeOH 1:1:5% 120 7-12
Hex : CHyCl,: MeOH 1:1:10% 75 13-17
Hex : CH.Cl,: MeOH 1:1:15% 120 18-25
Hex : CH.Cl,: MeOH 1:1:20% 75 26-30
Hex : CHxCl,: MeOH 1:1:30% 90 31-36
Hex : CH.Cl, : MeOH 1:1:50% 105 37-43
MeOH 100% 90 44-49

As fragdes foram todas monitoradas por CCD e secas em capela. A fragao
13 apresentou-se como um soélido branco de baixa solubilidade em cloroférmio,
diclorometano e metanol, devido a isto o experimento de RMN de 1D e 2D foi realizado
com a amostra solubilizada em piridina-d5 para verificar sua pureza e identificar sua

estrutura.
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3.3.6. Biotransformagao com Mucor circinelloides

3.3.6.1. Biotransformacgao da (4R)- e (4S)-carvona

3.3.6.1.1. Experimento em 12 dias

Para realizar o experimento de biotransformacédo primeiramente foram
preparados 3,430 L de meio liquido Czapeck enriquecido com 2% de extrato de
levedura. O meio de cultura foi divido em 49 frascos erlenmeyer de 250 mL, cada um
contendo 70 mL de meio, e autoclavados por 15 min a 120°C.

Depois de esfriar os frascos erlenmeyers, estes foram armazenados na
capela de fluxo laminar previamente esterilizada e foram inoculados um pedacgo de
micélio de Mucor circinelloides por frasco em 43 frascos. Os seis frascos sem micro-
organismos foram separados para o controle do meio com o substrato (3 para (4R)-
carvona e 3 para (4S)-carvona). Os erlemeyers foram agitados em mesa agitadora a
120 rpm na temperatura ambiente por 24 horas, onde foram adicionados com auxilio de
uma seringa acoplada a um filtro de 0,2 pm a (4R)-carvona em 20 frascos com fungo, a
(4R)-carvona em 3 frascos s6 com meio, a (4S)-carvona em 20 frascos com fungo, a
(4S)-carvona em 3 frascos com meio e por ultimo reservando 3 erlenmeyer somente

com meio e fungo, como mostrado abaixo.

o 20 erlenmeyers com meio + fungo + (4R)-carvona
o 20 erlenmeyers com meio + fungo + (4S)-carvona
o 3 erlenmeyers com meio + (4R)-carvona
o 3 erlenmeyers com meio + (4S)-carvona

o 3 erlenmeyers com meio + fungo

Os erlenmeyers ficaram em agitagdo a 120 rpm por 12 dias, onde o
experimento foi interrompido, tendo a fase aquosa separada do micélio por filtragdo a
vacuo. As fases aquosas foram extraidas com acetato de etila, e em seguida foram
extraidos com n-butanol, buscando extrair produtos de alta polaridade e que possam ter

ficado na fase aquosa. As fases em acetato e n-butanol foram reunidas de acordo com
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o material do recipiente e concentradas em rotaevaporador, produzindo um extrato
acetato e um butandlico para cada experimento e para cada controle.

Os extratos n-butandlicos foram separados em cromatografia de média
pressdo Combiflash®Rf Teledyne Isco com uma coluna ODS (RediSep® Rf- HPC18,
275g), aplicando 5,3 g de amostra para (4R)-carvona. O gradiente de eluigdo usado foi
de 20-100% MeOH/H,0 com um fluxo de 20 mL/min. Foram coletados 146 fragdes em
tubos de ensaios que foram secos em Speedvac, e submetidos a analise em CCD,
verificando a similaridade entre as amostra 61 a 70, que foi identificada como pura por
RMN e chamada de CarvR_61, e similaridade entre 45 a 51 que foram reunidas e
submetidos ainda a coluna cromatografica classica.

A eluigdo foi realizada no modo isocratico com 15% acetona / hexano e a
partir desta separagao foram obtidos 23 fracgdes, sendo a fragdo 9 considerada pura
por meio da analise por RMN, e nomeada de CarvR_51_9.

O extrato butandlico de (4S)-carvona também foi separado por
cromatografia de media pressao usando o mesmo equipamento, coluna e gradiente de
eluicdo, somente com a diferenga de ser aplicado 5,5 g de amostra. Porém todas as
fragcdes foram analisadas por CCD e reunidas as que apresentaram similaridade e
submetidas a cromatografia classica sem sucesso na purificagdo de nenhum produto de

biotransformacao.

3.3.6.1.2. Estimativa de consumo da carvona e estimativa de

producao para alguns produtos identificados

Para a estimativa de consumo do substrato pelo fungo, ele foi cultivado
em frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido Czapeck, sob
agitacao de 120 rpm. Depois de 18 horas de crescimento, 20 mg de substrato foi
adicionado a cada frasco. A cada quatro horas trés frascos contendo (4R)-carvona e
trés outros contendo (4S)-carvona foram retirados. O micélio foi filtrado e a parte
aquosa foi extraida com 20 mL de diclorometano e depois com 20 mL de alcool n-
butilico. No final 66 amostras foram obtidas, isto €, onze pontos em ftriplicata, ambos

com extrato diclorometano e n-butilico. Dos 20 mL de diclorometano usado para a
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extracdo, 1,5 mL foi recolhido, seco e analisado por GC-MS. Assim, os extratos em
diclorometano foram analisados por GC-MS proporcionando uma estimativa de
consumo da carvona e uma estimativa de producdo para os compostos de
biotransformacao.

Para investigagdo da composigdo dos produtos de biotransformacgao foi
investigada por um cromatégrafo a gas Shimadzu CG-MS 2010 plus equipado com uma
coluna capilar Restek Rtx®-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). O gas de arraste foi o
Hélio e a rampa de temperatura foi programada para 60 °C por 5 min, 60-240 °C a 6
°C/min e subsequentemente mantidos a 240°C durante 5 min. Injetor: 220 ° C, interface:
240 ° C. Os dados foram obtidos utilizando 70 eV como tensido de ionizagdo e a
identificagao foi realizada em comparagdo os espectros de massas das substancias
com os espectros da biblioteca NIST.

Os extratos n-butandlicos foram analisados por HPLC-MS/MS (Waters do
moédulo de separacdao 2695 e Micromass Espectrdbmetro de Massas, QuattroLC)
utilizando experimentos de SRM para fazer uma estimativa de alguns produtos de
biotransformacado, que foram anteriormente isolados e caracterizados por RMN. O
método de separagdo adotado foi utilizando uma coluna Synergi C18, 4.6 X 250 mm, 5
micrOmetro de tamanho de particula com sistema de eluicdo gradiente de H,O/MeOH
0.1% de TFA.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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4. Resultados e discussoes
4.1. Identificagao de Mucor circinelloides

4.1.1. Identificagdao morfolégica

O isolado M1 (FIGURA 4.1) foi cultivado em &gar malte 2% e
incubado a 25° C durante sete dias, no escuro. As colbnias apresentaram diametro
de 90 mm apods 4 dias de incubagao (crescimento rapido). Nao houve crescimento
a 37° C. O isolado apresentou micélio aéreo abundante de coloragdo marrom claro
a cinza, apresentando esporangioforos curtos e de coloragcdo marrom clara
(DOMSCH, 1980).

— _—

FIGURA 4.1 - Isolado cultivado em meio solido BDA.

Observagbes microscopicas utilizando agua estéril como liquido de
montagem (FIGURA 4.2 e FIGURA 4.3) e com corante de lactofenol (FIGURA 4.4)
revelaram as seguintes caracteristicas:
(i) Esporangidforos (7,5 - 15 ym de didmetro) de parede rugosa, com
ramificacdes monopodiais, simpodiais e circinadas;
(ii)  Esporangiéforos contendo grénulos amarelos por até 14 dias com
parede equinulada;
(iii) Esporangio com membrana equinulada;



Resultados e Discussées 39

(iv) Columela esférica a sub-esférica (40 — 80 ym de comprimento por
27,5 - 70 ym de largura) apresentando colarete evidente;

(v)  Esporangiosporos elipsoides a subesféricos, parede lisa (4,5 - 5,5
pgm de comprimento por 3,5 - 5,0 ym de largura);

(vi) Clamiddsporos presentes;

(vii) Zigdsporos nao observados em cultura.

As caracteristicas morfoldgicas estdo de acordo com aquelas apresentadas

em Dosmch et al., 1980, sendo o fungo identificado como Mucor circinelloides.

FIGURA 4.2 - Hifas cenociticas, FIGURA 4.3 - Esporangiosporos

. livres (400X).
esporangioforos curtos e columelas

de Mucor circinelloides (400X).

FIGURA 4.4 - Esporangio visualizado em corante de lactofenol (400X).
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Microscopia Eletrénica de Varredura tipo ESEM:

Certas amostras, principalmente biolégicas, contem agua, e sé&o
danificadas pelo vacuo, enquanto outras exalam volateis que podem prejudicar o
equipamento. O MEV ESEM trabalha com um baixo vacuo e uma baixa
temperatura, em torno de 0 °C. O baixo vacuo permite que a amostra nao precise
ser recoberta com ouro ou filmes metalicos, facilitando o preparo de amostras e
minimizando os custos de analise.

Para a visualizagdo do fungo em ESEM, o fungo foi cultivado em
BDA por 3 dias e fragmentos do micélio foram posicionados no amostrador para
captacao das imagens (FIGURA 4.5).

a) b)

FIGURA 4.5 - MEV ESEM de Mucor circinelloides. (a) Columela em meio as hifas;

(b) Aplandsporos (esporos) em meio a hifas; (¢) Columela ampliada com alguns
esporos ainda presos.

era Parasitic:
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Além das vantagens adquiridas com estes tipos de analise,
encontramos algumas pequenas desvantagens, como a ampliagdo da imagem.
Com o MEV ESEM nao é possivel obter imagens em nandémetros, pois a falta de
um condutor de elétrons faz com que a imagem nao apresente uma boa resolugao

em uma grande ampliagéo.

Microscopia Eletronica de Varredura em alta pressao:

O fungo recoberto com nanoparticulas de ouro foi visualizado em
MEV de alto vacuo, obtendo diferentes imagens microscopicas de Mucor
circinelloides (FIGURA 4.6). Essas imagens em alto vacuo, possuem maior
resolucdo devido a presenca do condutor de elétrons na amostra.

Além disso, o recobrimento de nanoparticulas ainda permite uma
melhor visualizagdo dos detalhes morfolégicos do fungo que ndo poderiam ser
observados se utilizassemos o procedimento mais comum, a deposi¢cdo de ouro

por magnetron sputtering .

A

AccY Spot Magn  Det WD Exp b 50pm
2826 0 kV 40 b64x SE 1071 UFSCar - DEMa - LCE - FEG
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b)

L _AccV  Spot Magn‘ Det WD Exp b pm
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i

FIGURA 4.6 - Imagens em MEV com recobrimento por nanoparticulas de ouro. a)
columelas em meio a hifas. b) esporo ainda preso a columela.

Com os dados morfologicos, principalmente pelas imagens em
microscopia optica e microscopia eletrbnica de varredura, é possivel identificar o
micro-organismo de estudo como sendo um zigomiceto, por apresentar hifas
cenociticas, e sendo um Mucor por nao apresentar rizéides, e por fim, pelas

dimensdes, cores e tempo de crescimento como sendo Mucor circinelloides.

4.1.2. Sequenciamento genético da regiao 18S ribossomal

Extracao de DNA

O DNA gendémico foi extraido segundo a metodologia descrita por

Dellaporta et al.,1983 adaptada. Apos a extragao, foi realizada eletroforese em gel

de agarose 1% para confirmar a extragdo do DNA (FIGURA 4.7).
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FIGURA 4.7 — Imagem em gel de agarose do DNA de Mucor circinelloides.

Apods a verificagao da eficiéncia de extracdo, o DNA foi sequenciado
na regiao 18S ribossomal com os primers ITS1 e ITS4 como complementar. A
sequencia genética obtida foi conferida e alinhada, sendo confrontada com as
depositadas no banco gen6mico do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), confirmando a espécie com a identificada pelas observacdes
morfoldgicas, aumentando assim o grau de confiabilidade para a identificagdo do
fungo como Mucor circinelloides.

Apods a identificagcdo do fungo a nivel molecular, foi possivel a
construgcdo de uma arvore filogenética para a identificagcdo da cepa “M1” com a
proximidade com as outras espécies do género Mucor (FIGURA 4.8).

Na arvore filogenética, a escala representa a variagdo de genes

dentre as espécies, variando conforme os processos evolutivos.
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a5 Mucor circinelloides f. circinelloides CBS 195.68 (DQ118991)
1w
g1 | = Mucor elutinosus UTHSC 06-1667 (FNE50652)
Mucor ramosissimus CBS 135.65 (FNG50643)
98 68 Mucor fragilis CBS 236.35 (FNG650655)
41 Mucor circinelloides f. lusitanicus CBS 108.17 (FN650644)
92 Mucor plumbeus CBS 111.07 (AF412280)
100 = Mucor racemosus CBS 260.68 (DQ118996)
Mucor genewvensis CBS 114.08 (EU484275)
a9 Mucor mucedo CBS 109.18 (EU484199)
56 —| Mucor piriformis CBS 169.25 (EU484276)
Mucor flaws strain CBS 230,35 (EU484282)
5] e \ucior irmegularis CBS 103.93 (DQ119006)
w Mucor hiemalis f. corticola CBS 106.09 (AY243950)
—wul-mucor hiemalis f. hiemalis CBS 201.65 (DQ118992)
Mucor fuscus CBS 132.22 (FN650653)
Mucor indicus CBS 226.29 (DQ118994)

Py Mucor amphibiorum CBS763.74 (FJ455861)
Eﬂlucor variosporus CBS 837.70 (HM623322)
37 Mucor ellipsoideus UTHSC 02-2090 (FNG650647)

Actinomucer elegans UAMH 10931 (FJ176396)

L)
w

Doz

FIGURA 4.8 - Arvore filogenética baseada em um fragmento de 575 pares de base
a regidao ITS de espécies de Mucor. A arvore foi inferida pelo algoritmo de
neighbor-joining. Os nomes das espécies de Mucor estdo seguidos pelo numero
de acesso do voucher em colecéo de cultura e o numero de acesso da sequéncia
no GenBank (em parénteses).

4.1.3. Identificagdo por MALDI-TOF

O sistema mais antigo para a classificacdo de espécies de fungos é
baseado em dados morfolégicos, principalmente aqueles ligados as suas
estruturas reprodutivas. No entanto, este método de classificacdo apresenta
limitagbes criticas, tais como as culturas de fungos que ndo desenvolvem
estruturas reprodutivas, ou a semelhanga morfolégica entre membros de espécies
distintas. A incorporacéo de testes moleculares em taxonomia de fungos tem
ajudado a resolver esses problemas, porém a aplicagao de métodos moleculares é

relativamente cara e exige equipamento e mao-de-obra altamente especializados,
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além de um tempo de analise significativamente longo para a identificagao
(CORREIA, 2006; HETTICK, 2008).

Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation - Time Of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF) é uma técnica robusta para a analise de moléculas
organicas que tem sido usada para a identificagao rapida de fungos. Neste caso, o
interesse da técnica em questao é a analise das células intactas, onde o espectro
gerado é interpretado como um “fingerprint” para o micro-organismo. Esta técnica
tem dado uma grande contribuicdo para o conhecimento cientifico a cerca da
identificagdo de micro-organismos e ja tem sido utilizada como uma ferramenta
eficaz para testes rapidos, estando fundamentada principalmente na analise dos
peptideos ribossomais dos fungos.

Para realizar a analise, foi feita uma extracdo dos peptideos
ribossomais e estes foram ionizados e visualizados por MALDI-TOF. Os espectros
obtidos nesta abordagem sdo comparados com espectros de referéncias
existentes em bases de dados. Os agrupamentos entre esses espectros sao
baseados em dados estatisticos mostrando um grau similaridade.

Na FIGURA 4.9 vemos em azul o espectro usado como comparagao
pela biblioteca do equipamento, e em cima desde vemos um espectro de
coloragdao vermelha, amarela e verde, referente ao fungo que esta sendo
analisado. Neste espectro a coloragdo vermelha indica os sinais que nao
correlacionaram com sinais do espectro da biblioteca; os sinais em verde sdo os
sinais que correlacionaram com precisdo com os do espectro da biblioteca; e por
ultimo, os sinais em amarelo sdo os que correlacionaram com algum desvio ao da
biblioteca. Essas cores e os varios sinais podem ser melhor visualizado na

FIGURA 4.10, que mostra uma ampliacdo de uma parte dos espectros.
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FIGURA 4.9 — Espectros comparativos do fungo analisado com a biblioteca do
equipamento.

Macor circinellcides R¥430_0ct03_04 LEK
T

08 +

0.0 l) 1 |‘ ||

-05 +

| 4 | 4
t t t t t t t t
6000 6200 6400 GAO0 6300 7000 7200 7400 7600

FIGURA 4.10 — Ampliagao de uma parte dos espectros da identificagao do fungo.
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Devido as correlagbes entre os espectros, foi possivel chegar a uma
identificagdo razoavel para o fungo, sendo que a maior similaridade de
identificagao foi com o espectro da espécie do fungo analisado e ja identificado por
outras técnicas. Na FIGURA 4.11 vemos o ranking de identificagcdo, com M.
circinelloides como primeira opgao, seguido por duas leveduras. Os (++)
significam uma qualidade eficaz ao nivel de género, ou seja, com essa qualidade
de identificagcdo podemos afirmar que esse fungo pertence ao género descrito,

porém sem garantia de identificacdo da espécie.

( Qrff::;il:y) Matched Pattern E.c;l):;‘; 1 dﬁlﬁ?f”fer
(Jrl+ ) Mucor circinelloides RV490_0Oct09_04 LBK 2.048 36080
( 3) Candida_krusei[ana]# (Issatchenkia_orientalis[teleo]) ATCC 6258 THL 1.801 4909
( i) Candida_krusei[ana]# (Issatchenkia_orientalis[teleo]) ATCC 14243 THL 1.788 4909

FIGURA 4.11 — Ranking de probabilidade de identificacdo para o fungo analisado.

Para uma boa identificacdo € necessario termos em nosso banco de
dados maiores quantidades de cepas e espécies cadastradas, para que assim
possamos ter uma maior confiabilidade de identificagdo, atingindo um “score” mais

elevado.

4.2. Substancias isoladas

4.2.1. Ergosterol e 3-Epiergosterol

A substancia C 19, um precipitado branco isolado do extrato
hexanico do cultivo do fungo em arroz, foi solubilizado em CDCI3 e analisado por
RMN de "H (FIGURA 4.12). No espectro vemos dois sinais multipletos em & 3,54 e
3,65 ppm, caracteristicos de hidrogénio ligado a carbono carbindlico, indicando
uma possivel duplicagdo de sinais. Olhando na regido de metila de 6 0,65 a 1,07

ppm vemos também duplicagdo em varios sinais da metila, , como principalmente



Resultados e Discussoes 48

nos sinais de 6 0,65 e 0,70 ppm, que indicam ser sinais metilicos bem blindados
de esterdides, levando a acreditar uma possivel existéncia de uma mistura de
diasteroisébmeros.

Devido aos sinais de metilas indicarem a substancia ser um
esterdide, adquirimos um espectro de 'H de um ergosterol padrdo, que é o
principal esterdide encontrado na parede celular de fungos. O espectro do

ergosterol € mostrado na FIGURA 4.13.

T T T T T T T T T T T T T T T T
L L8 104 100 095 092 088 084 OE0 076 O7r 068 064 060 056 08

l,

|
. oo }
W ]J';ﬂ,.\w:-’ W/ L,-*“r.'ﬁ‘ |!.'| V' I,

. AL
R 0. O 'V P BP0 oY

I ! | ' I ' | ' I ! | ' ! ! [ I ! | ' I ' 1 ' I ! | ' !
PPM 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4 0.0

FIGURA 4.12 — Espectro de RMN de 'H para a substancia C_19 com ampliagdo
da regiao de hidrogénios metilicos (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.13 — Espectro de 'H do ergosterol (400 MHz, CDCls).
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Comparando os sinais do ergosterol com o da substancia C_19 é
visto uma imensa similaridade entre os espectros com a diferenca de sinais
duplicados na amostra isolada. Interpretando os sinais e comparando-os com a
literatura, vemos que a substancia isolada € uma mistura do ergosterol com o 3-
epiergosterol, que é o ergosterol com a hidroxila do carbono 3 em a, ndo em 3
como é o ergosterol (FIGURA 4.14)( GRIFFITHS, 2003).

N\

i,
2,
%

'-.u”{”

HO HO""

FIGURA 4.14 — Estruturas do (a) ergosterol e (b) 3-epiergosterol.

O ergosterol € uma substancia encontrada em grandes quantidades
por diversos fungos, e dia apds dia sdo encontradas diversas atividades bioldgicas
associadas ao ergosterol e seus derivados, como atividade antitumoral, citotoxica,
pré-apoptotica e outras (TARAKU, 2001; CHEN, 2009 e RUSSO, 2010). O 3-
epiergosterol ndo € um derivado muito encontrado na natureza, fazendo com que
um fungo que produz essa substancia possa ser importante para a descoberta de
outras atividades bioldgicas ou de algumas atividades ja relatadas em maiores

intensidades.

4.2.2. Cerebrosidas

A substancia C3-36 foi isolado por cromatografia liquida classica e
submetido a experimentos de RMN 1D e 2D em CDCls.

Os sinais caracteristicos presentes nos espectros de RMN de 'H na
regido de maior blindagem dos nucleos, referem-se a um singleto tipico de cadeia

de acidos graxos em 0 1,19 ppm, um singleto relativo aos nucleos de hidrogénio
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de metila ligada a carbono com hibridizagdo sp? em & 1,50 ppm, assim como um
tripleto condizente a metila terminal de cadeia alquilica em & 0,80 ppm (FIGURA
4.15).
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FIGURA 4.15 — Espectro de RMN de "H para C3-36 (400 MHz, CDCls).

Outros sinais importantes caracteristicos estao localizados em regiao
tipica de deslocamento quimico de hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos e
olefinicos, entre & 3,1 e 4,2 ppm, e entre 6 5,0 e 5,7 ppm respectivamente. Outro
sinal caracteristico trata-se de um dubleto em & 7,63 ppm (FIGURA 4.16 e

FIGURA 4.17), relativo a um provavel nucleo de hidrogénio ligado a um

nitrogénio.
a) i b)
|
77777 s x 7/,// i N s
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FIGURA 4.16 — Ampliacdes do RMN de 'H para: (a) Regido entre 5 0,60 e 1,80
ppm; (b) Dubleto em 6 7,63 ppm (400 MHz, CDCl5).
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FIGURA 4.17 — Ampliacdo do espectro de RMN de 'H para a regido de
hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos e olefinicos (400 MHz, CDCls).

As informacdes obtidas através dos espectros de RMN de 'H,
juntamente com comparagdes com a literatura, nos indicaram a existéncia de uma
mistura de compostos da classe das glucoceramidas, conhecidas como
cerebrosideos.

Esfingolipideos sdo os principais constituintes das membranas
celulares e tem um papel central em uma variedade de processos bioldgicos. A
identificagdo e caracterizacdo desses compostos em sistemas bioldgicos é
fundamental para a compreensédo dos mecanismos subjacentes aos processos de
determinadas doencas, como Alzheimer e Niemann-Pick (MANICKE, 2008).

Os cerebrosideos sdao compostos pertencentes ao grupo dos
glicoesfingolipidios, sendo estruturalmente caracterizados por uma hexose ligada
a uma ceramida (FIGURA 4.18). Esta ultima, geralmente constituida por uma base
esfingodide (cadeia longa com fungao alcool, ligada a uma unidade amino) ligada a

uma cadeia longa de acido graxo, formando uma ligagao amidica.

OH

0
OH
H n
0 .
HOGYy OH n

FIGURA 4.18 - Modelo estrutural de um cerebrosideo




Resultados e Discussoes 52

Ap6s a confirmagdo por RMN de se tratar de uma mistura de
cerebrosideos, a amostra foi analisada por LC-ESI-MS/MS no modo de ionizagao
negativo, gerando os ions produtos visualizados no espectro abaixo (FIGURA

4.19), os quais sdo possiveis a verificacdo de fragmentagdes caracteristicas
mostradas por setas.
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FIGURA 4.19 — Espectros de ions produtos de m/z 699, m/z 727, m/z 743 e m/z
815.

E possivel visualizarmos alguns ions caracteristicos, ja que a classe

das cerebrosidas tem um perfil de fragmentagdo semelhante a essas substancias.
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Primeiramente vemos uma perda de 162 e 180 Da (FIGURA 4.20), indicando a
perda do glicosideo ligado a ceramida. Vemos também ions na regiao entre m/z
179 a m/z 71 que sao encontrados em todos os espectros mostrados, isto se deve
ao fato de que esta classe de moléculas fragmenta-se até o ion de m/z 179, o qual
segue um perfil de fragmentagcao semelhante com ions de m/z 179, m/z 119, m/z
89 e m/z 71 (MEDEIROS, 2010) (FIGURA 4.20).

Q 0

on J\ 162 Da )j\
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FIGURA 4.20 — Proposta de fragmentacgéo para cerebrosideos.
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4.2.3. Sitosterol glicosilado

A substancia C4-13 foi isolada por cromatografia liquida classica a
partir do extrato metandico da particdo com acetato de etila do extrato etandico
obtido do fungo cultivado em arroz. Para a obtengdao da amostra foi utilizado
coluna com silica comum, e um gradiente de 100% hexano até 100% metanol.

A substancia é amorfa e possui uma coloragdo branca, sendo muito
dificil sua solubilizagdo na maioria dos solventes organicos. A substancia foi

submetida a um RMN de 'H para uma prévia caracterizacéo (FIGURA 4.21).

T T T T T T T
I
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FIGURA 4.21 — Espectro de RMN de 'H do C4-13 (400 MHz, Piridina-d5).

No espectro de RMN de 'H é possivel observar varios sinais nas
regides de & 0,67 a 2,76 ppm indicando a presenca de hidrogénios metilicos e
metilénicos caracteristicos do esqueleto esteroidal. Também é possivel observar
sinais nas regides 6 3,90 a 5,10 ppm referentes a hidrogénios carbindlicos, como
um duplo dubleto em & 4,60 correspondente ao hidrogénio ligado no carbono

anomeérico, também foram observados (FIGURA 4.22).
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FIGURA 4.22 — Ampliagdo do espectro de RMN de 'H para a regido de
hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos(400 MHz, Piridina-d5).

Devido as dados obtidos de RMN de 'H podemos sugerir a molécula

como sendo um esteroide ligado a um glicosideo. Para melhor identificagao foi
realizado experimento de RMN de *C (FIGURA 4.23).
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FIGURA 4.23 — Espectro de RMN de *C para C4-13(400 MHz, Piridina-d5).

Com a verificagdo do numero de carbonos com seus respectivos
deslocamentos (TABELA 4.1), e comparando com a literatura (SAKAKIBARA,
1983), foi possivel identificar a substancia isolada como sendo o 3-glucopiranosil
sitosterol (FIGURA 4.24).
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TABELA 4.1 — Deslocamento de "C para o 3-glucopiranosil sitosterol (5 em ppm)

C Grupo sitosterol (400 C Grupo glicosil (400
MHz, Piridina-d5) MHz, Piridina-d5)

1 37,5 1 102,6
2 30,3 2 75,4
3 78,5 3 78,7
4 40,0 4 71,7
5 141,0 5 78,2
6 122,0 6’ 62,9
7 32,2

8 32,1

9 50,4

10 37,0

11 21,3

12 39,4

13 42,5

14 56,9

15 24,6

16 28,6

17 56,3

18 12,0

19 19,5

20 36,4

21 19,1

22 34,2

23 26,4

24 46,1

25 29,5

26 19,3

27 20,0

28 23,4

N
[{e]

12,2
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FIGURA 4.24 — Estrutura de 3-glucopiranosil sitosterol

Muito curioso € o fato desta substancia ter sido isolado de um fungo,
ja que sitosterol é um esteréide muito comum encontrado na parede celular de
plantas. Como o fungo foi cultivado em arroz, existe a hipétese de que a
substancia possa ter sido isolada do arroz e ndo do fungo, porém nao ha relato na
literatura dessa substancia ser encontrada no arroz.

Devido ao fato de na literatura ndo ser enfatizado esta substancia
produzida pelo arroz, e também por ndo ser comum isolar esta substancia de
fungos cultivados em arroz, como é feito frequentemente em nosso grupo de
trabalho (LaBioMMi), acreditamos que a substancia deva ser realmente produzida
pela cepa de M. circinelloides isolada por nosso grupo.

4.3. Biotransformacgoes

4.3.1. Biotransformacgao da (4R)-carvona e (4S)-carvona

Carvona é um monoterpeno comum encontrado em muitos o6leos

essenciais e é também amplamente utilizado para adicionar sabor e aroma em

muitos tipos de alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos, apresentando

algumas propriedades antimicrobianas e antifungicas (MORRISH, 2008).
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A carvona pode ser encontrada na natureza em duas formas: (4R)-
carvona e (4S)-carvona (FIGURA 4.25). Ambos os enantiomeros sdo muito
utilizadas na sintese enantiosseletiva de produtos naturais, sendo que a (4R)-
carvona esta presente principalmente no hortelda (Mentha spicata), enquanto que a
(4S)-carvona é abundante em alcaravia/cominho (Carum carvi) (CRAMAROSSA,
2005) (FIGURA 4.26).

FIGURA 4.25 — (4R)-carvona e (4S)-carvona.

(a) (b)

gCarum carvi 7
S @P. Schonfetder

FIGURA 4.26 — (a) Cominho (Carum carvi); (b) Hortela (Mentha spicata).
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Devido a toda importancia comercial, seu baixo custo, facilidade de ser
encontrada na natureza e possuir dois enantibmeros muito usados em sintese
quimicas, a carvona vem a ser uma substancia muito interessante para ser

biotransformada.

4.3.1.1. Determinagdo estrutural de mentanotriois CarvR_61 e

CarvR_51_9 isolados

As substancias CarvR_61 e CarvR-51_9 foram isoladas por métodos
cromatograficos diversos do extrato n-butilico do experimento de biotransformagao
com a carvona por M. circinelloides.

A CarvR 61 foi submetida a analise por RMN de 'H e de *C
(FIGURA 4.27 e FIGURA 4.28). O espectro de hidrogénio mostrou dois sinais de
metilas integrando para trés, um em 6 0,95 ppm (dd) e 1,06 ppm (s), mostrando
que em uma metila houve alguma modificagdo. Vemos também dois sinais de
hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos, um em &6 3,43 ppm e 3,84 ppm,

sendo que anteriormente tinhamos apenas uma carbonila e nenhuma hidroxila.

T 1T 7 T T 1 7 T T © 1 T 1 7T L L
PPM 3.6 34 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0

FIGURA 4.27 - Espectro de RMN 'H para a substancia carvR_61 (400 MHz,
CD3;0D).
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FIGURA 4.28 - Espectro de RMN 'C para a substancia carvR_61 (400 MHz,
CD;0D).

No espectro de carbono, vemos 10 sinais, indicando dois de metila (6
18,85 e 20,61 ppm), cinco de metilenos e metinicos (6 27,22, 29,34, 35,74, 37,81
e 37,86 ppm) e trés de carbonos carbindlicos (6 69,09, 71,69 e 75,31 ppm). Porém
foi também realizado o experimento de dept-135 (FIGURA 4.29), a fim de se obter
o0 numero de hidrogénios ligados a cada carbono, verificando que tinhamos um
carbono quaternario em 6 75,31 ppm e que tinhamos trés carbonos metilénicos e
dois metinicos. Partindo do esqueleto da carvona, foi possivel chegar a estrutura
da molécula somente com esses dados e comparagdes na literatura
(MATSUMURA, 2001). A molécula foi identificada como sendo um mentanotriol
(FIGURA 4.30).

. r T T r
PPM 74 70 66 62 58 54 50 46 42 38 34 30 26 22 18

FIGURA 4.29 - Experimento de RMN dept-135 para carvR_61 (400 MHz, CD50OD).
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OH

HO

OH
FIGURA 4.30 — CarvR_61 identificado com mentanotriol.

A substancia CarvR_51_9 foi submetida aos experimentos de RMN
de "H e de "*C mostrando muita semelhanga com a substancia identificada acima.
O espectro de RMN de 'H apresenta alguns sinais de dificil interpretagcéo devido a

presenca de um isdbmero em menor quantidade (FIGURA 4.31).

T T T I T | | T T I T | T T T | T
PPM 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8

FIGURA 4.31 - Espectro de RMN 'H para a substancia carvR_51_9 (400 MHz,
CDs0D).

No espectro de RMN de 'C verificamos os dez sinais muito

semelhantes com o espectro de carbono da substancia acima, porém com apenas
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dois sinais com deslocamentos diferentes. Somente os sinais de 0 27,22 e 35,74
ppm da substancia CarvR_61 foram deslocados para 6 28,14 e 34.,80 ppm nesta
molécula (FIGURA 4.32).
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FIGURA 4.32 - Espectro de RMN 'C para a substancia carvR_51_9 (400 MHz,
CD,0D).

De acordo com os dados de RMN de 'H e de "*C, com os dados de
RMN 2D e com a literatura (MATSUMURA, 2001), foi possivel identificar a
substancia como sendo também um mentanotriol. Esse mentanotriol isolado € um
isdmero do identificado acima, mudando a posi¢ao da hidroxila no carbono 8. Os
hidrogénios do carbono 9 se correlacionam a distdncia com os hidrogénios do
carbono 3 e 5, de acordo com a posi¢cao da hidroxila, fazendo com que o
deslocamento quimico desses dois carbonos mudem entre as moléculas. As
substancias foram submetidas a LC-MS para confirmagado da massa, gerando ion
de m/z 211 (M+Na)*, e comprovando que os dois s&o isémeros, fortalecendo a
identificagao estrutural (FIGURA 4.33).

Algo curioso de se notar é que esses dois isbmeros encontrados
somente no experimento da (4R)-carvona foram, até o ano de 2011, isolados
somente do fruto do Carum carvi, que € uma das principais fontes de carvona
existentes na natureza, sendo que o nome carvona provém do nome desta planta.

Esse fato nos leva a pensar na possibilidade de que micro-organismos endofiticos
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podem estar produzindo este produto, e ndo a planta em questdao (MATSUMURA,
2011).

FIGURA 4.33 - Estrutura molecular de (a) carvR_61 e (b) carvR_51 9

4.3.1.2. Proposta de caminho de biotransformacao para a (4R)- e

(4S)-carvona

Os extratos de acetato de etila para (4R)- e (4S)-carvona, mostraram uma
banda larga em CCD (FIGURA 4.34), sendo que esta banda nao esta presente em
extratos de controle, o que sugere que esta relacionada com os produtos de
biotransformacdo. Assim, estes extratos foram analisados por GC-MS, a fim de
identificar as estruturas quimicas dos produtos de biotransformacdo por

comparacao com a biblioteca NIST.

L By O B - h =
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FIGURA 4.34 — CCD dos extratos de biotransformagdo da carvona. (1) Meio +
carvona S; (2) Meio + fungo + carvona S; (3) Meio + fungo; (4) Meio + fungo +
carvona R; (5) Meio + carvona R.
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Em GC-MS a (4R)-carvona produziu apenas um produto de
biotransformacao identificado como dihidrocarveol, enquanto que o extrato de
(4S)-carvona mostrou basicamente cinco bandas intensas, identificadas como
sendo dois isébmeros de dihicarvona, dois isomeros de dihidrocarveol, e uma
banda de neo-dihidrocarveol, além de diversas bandas de baixa intensidade que
nao foram possiveis suas identificagdes (FIGURA 4.35 e FIGURA 4.36).

Tme 1 g Tnten, 1
7 SRNSSSUUS (SSSUNRINS SSSSRSRNS SUSSSSMSSS SOSSSSSSSSS SNSSSSSOUON W (RSSO S — A S— -
1 N NS SR SO SO SO 3 | SO SO SO SUUUU S S
. S SO — SRV SRR WROTE | S S— SRR VAN S S—
P ESSR OS SE S ____________
1) REEETRSE C  — [\ ..........................
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——— Meio + (4R)-carvona Meio + fungo + (4R)-carvona

FIGURA 4.35 — Cromatograma de GC-MS para o extrato em acetato de etila da
biotransformacao da (4R)-carvona.
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FIGURA 4.36 — Cromatograma de GC-MS para o extrato em acetato de etila da
biotransformacao da (4S)-carvona.
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O caminho de biotransformagao para ambas a (4R)- e (4S)-carvona
seguem caminhos diferentes. Para a (4R)-carvona o primeiro passo de
biotransformacédo é a redugao enantioseletiva da ligagdo dupla do anel e da
carbonila, sendo realizado provavelmente pelas enzimas enona redutase e
carbonil redutase respectivamente, formando assim o dihidrocarveol (1a) (HOOK,
2003; SINGH, 2011). Em seguida, este composto é dihidroxilado na ligagao dupla
remanescente, resultando nos isdmeros trihidroxilados: menthanotriol (1b).

Para (4S)-carvona a via de biotransformagao é um pouco diferente e
o primeiro composto produzido é a dihidrocarvona (2a, 2b). Esse € o resultado da
reducdo regio-seletiva da ligacdo dupla endociclica pela enona redutase e a
producdo maxima € em aproximadamente quatro horas (74,7%). Depois disso, o
proximo passo é conversdo de dihidrocarvona para dihidrocarveol (2c, 2d) e
neodihidrocarveol (2e) por agcado da carbonila redutase. Nao foi possivel identificar
a configuragcdo absoluta destes compostos, porém é possivel diferencia-los por

GC-MS. O caminho de biotransformacéao proposto € mostrado na FIGURA 4.37.

0 OH
Enone
reductase
—i. 4"
Carbonyl

reductase
1a

HO

0 o] (o]
e + R e
Enone Carbonyl
reductase reductase
2a, 2b 2c, 2d, 2e
2

FIGURA 4.37 — Proposta de caminho de biotransformagédo para a (4R)- e (4S)-
carvona.

}..
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4.3.1.3. Estimativa de consumo da (4R)- e (4S)-carvona e de

producgao de outros produtos por GC-MS

Para se realizar a estimativa de consumo da carvona e estimativa de
produgdo para algumas substancias, foi realizado um cultivo do fungo, sendo
extraidas aliquotas do experimento em triplicata a cada 4 horas. O extrato em
diclorometano foi seco e injetado no GC-MS, sendo possivel a identificacédo de
alguns produtos que ja foram relatados no tdpico acima, porém no grafico
mostrado abaixo € visto que em quatro horas apds a adicdo da (4R)- e (4S)-
carvona ao meio, toda a carvona € consumida, mostrando um metabolismo
extremamente acelerado (FIGURA 4.38 e FIGURA 4.39). No experimento da (4R)-
carvona é possivel verificar que toda a carvona € consumida, sendo que 93,8% do
produto formado é o (4R)-dihidrocarveol, que com o passar das horas também vai
sendo consumido, provavelmente para se transformar nos mentanotriois
identificados anteriormente (FIGURA 4.38).

A transformacao rapida de (4R)-carvona em (4R)-dihidrocarveol por
Mucor circinelloides poderia ser uma ferramenta interessante na producao
industrial de dihidrocarveol, uma vez que, esta biotransformacdo ocorre em
apenas quatro horas com aproximadamente 93% de rendimento. O dihidrocarveol
tem um valor agregado de aproximadamente cinco vezes mais que a carvona e,
este composto € largamente utilizado como ingrediente de fragrancias em
produtos cosmeéticos e ndo-cosmético, sendo usado de 0,1-1 toneladas métricas
por ano (BHATIA, 2008).
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FIGURA 4.38 — Estimativa de consumo para (4R)-carvona e produgdo do (4R)-
dihydrocarveol.

No experimento com a (4S)-carvona vemos também a rapida
conversao da carvona (4 hs), porém o produto principal formado é a (4S)-
dihidrocarvona com 74,7 % de conversdo em 4 horas. Conforme as horas véo
passando vemos um decréscimo do nivel de (4S)-dihidrocarvona, sendo que em
60 horas encontramos somente em torno de 11% deste entre as bandas
identificadas no GC-MS. Provavelmente a (4S)-dihidrocarvona vai sendo
convertida em outros produtos, como podemos acompanhar no grafico o
crescimento na producédo de dois isbmeros de (4S)-dihidrocarveol e do (4S)-neo-
dihidrocarveol (FIGURA 4.39).
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FIGURA 4.39 — Estimativa de consumo para (4S)-carvona e producao para (4S)-
dihydrocarvona, (4S)-dihydrocarveol e (4S)-neodihydrocarveol.

4.3.1.4. Estimativa de producao de mentanotridis

Os extratos n-butilicos foram analisados por HPLC-MS/MS para
verificar a producédo de outros produtos de biotransformacéo e para a estimativa
de producgao dos menthanotriois ja isolados. Em HPLC-MS/MS foi verificado como
produto de biotransformagéo apenas os sinais de m/z 211, referentes ao [M+Na]"
dos dois isbmeros de menthanotriol. As analises foram realizadas com
experimentos de SRM (Selected Reaction Monitoring), buscando a massa
selecionada dos produtos como monitoramento da producédo dessas substancias

durante 60 horas. Pelas analises é possivel verificar que a producdo dos
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mentanotridis comega em 8 horas com um maximo de produgdo em torno de 48
horas (FIGURA 4.40).
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FIGURA 4.40 — Estimativa de producédo para os dois isdbmeros de mentanotridis
isolados

As analises do extrato n-butilico por LC-MS/MS n&o mostraram
produtos de biotransformacdo para (4S)-carvona, sendo identificado os dois
isbmeros de menthanotriol somente para a (4R)-carvona, mostrando uma

conversao enantioseletiva pelo fungo M. circinelloides.
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5. Conclusées e consideragoes finais

Com o estudo de diferentes meios de identificacdo do fungo, foi
possivel verificar a eficiéncia da identificagdo morfoldgica, que pode ser usado
como primeiro meio de identificacdo. Para a identificagdo morfologica é necessario
que o fungo produza unidades reprodutivas, pois somente com a visualizacdo do
micélio ndo €& possivel a identificagdo do género e espécie de estudo,
necessitando outras técnicas para isso. Sequenciamento genético € o meio mais
usado e confiavel de identificacdo, porém requer uma demanda maior de tempo
como também equipamentos de alto custo, sendo importante o estudo de novos
métodos de identificagcdo como o encontrado na analise por MALDI-TOF, que tem
se mostrado um meio bem rapido e eficiente de analise apresentando uma boa
confiabilidade, mas para isso € preciso maiores estudos para o preparo de
amostras e para a formagado de banco de dados com variabilidade de micro-
organismos.

A cepa de Mucor circinelloides isolada de Pinus taeda apresentou a
producao de substancias pouco comuns de serem encontrados em fungos, como
o 3-epiergosterol e o 3-glucopiranosil sitosterol. O ergosterol epimerizado pode
ser importante para a identificacdo de atividades biolégicas associadas aos
derivados dessa molécula. O sitosterol glicosilado pode nos mostrar uma
associagcao ambiental importante no qual o fungo, por algum motivo, aprende a
sintetizar essa molécula, que € geralmente produzida por plantas, através do
contato com seu hospedeiro.

Outra associagao ambiental relevante é a capacidade e facilidade de
biotransformagcdo da carvona por M. circinelloides, sendo esta molécula muito
presente em diferentes plantas, como em espécies de Pinus. A biotransformacéao
da carvona nos mostra a capacidade do fungo para realizar redugao e oxidagao na
mesma molécula, como na producédo dos mentanotriois isolados.

Com a biotransformacao da carvona é possivel verificar a producao
de diferentes substancias em tempos muito curtos, podendo ser uma boa

ferramenta para o desenvolvimento na area de biotecnologia. Em apenas 4 horas
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de fermentagao temos todo o consumo da (4R)- e (4S)-carvona e a produgdo em
grande quantidade de (4R)-dihidrocarveol, que € um produto com valor de
aproximadamente cinco vezes maior que a carvona, sendo muito usado na
industria.

Devido a sua grande capacidade biotecnoldgica este fungo pode ser
muito explorado como ferramenta em biotransformagbes e biossinteses,
principalmente em compostos com insaturagdes, no qual se mostrou muito

eficiente para modificacdes.
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