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RESUMO

SEVERIANO, M. E. Biotransformacdo de naftoquinonas por fungos
filamentosos e bactérias do trato gastrointestinal e avaliacdo da atividade
citotéxica dos derivados obtidos. 2016. 215f. Tese (Doutorado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2016.

As naftoquinonas sdo quinonas relacionadas com o sistema naftalénico. Essas
substancias constituem também uma classe de intermediarios toxicoldgicos gerados
através da biotransformacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, estrégenos,
catecolaminas e de varios outros farmacos.. Micro-organismos tém sido utilizados como
ferramentas para prever o metabolismo dos farmacos, servindo como uma plataforma de
estudos muito eficiente. Nesse sentido, os fungos filamentosos sdo utilizados por
promover transformacGes mimetizando as reacGes hepaticas in vivo dos farmacos. As
bactérias intestinais também tém sido empregadas, pois quando as substancias entram
em contato com a microbiota intestinal, também podem ser modificadas por essas
bactérias. Juntos, esses micro-organismos podem contribuir para a elucidacdo de rotas
metabdlicas dos compostos, fornecendo informacdes sobre a geracdo de substancias
mais ativas, inativas ou téxicas. Além disso, estudos de biotransformacdo podem ser
ferramentas muito Gteis para obtencdo de novos derivados. Dessa forma, o presente
trabalho relata os estudos de metabolismo microbiano de oito naftoquinonas com
diferentes substituicbes (1,2-naftoquinona, 1,4-naftoquinona, lausona, menadiona,
lausona metoxilada, plumbagina, 5-hidroxi-naftoquinona e vitamina K1) por diferentes
espécies de fungos filamentosos (C.elegans, A.niger, A.brasiliensis, A.alliaceus,
C.echinulata, M.rouxii, A.phoenicis, A.ochraceus e R.stolonifer) e bactérias intestinais
(Bifidobacterium sp, L.acidophillus e E.coli) bem como pela levedura probidtica
S.boulardii. Para isso, inicialmente, foram estabelecidas as condi¢Ges de cultivo
adequadas para cada micro-organismo. Foram feitos estudos sobre a estabilidade dos
substratos nas condigdes experimentais padronizadas, bem como para o estabelecimento
das condicOes de extragdo dos mesmos. As reacOes de biotransformacdo foram
monitoradas por 10 dias para os fungos filamentosos e por 36 horas para as bactérias
intestinais e para a levedura probidtica e 0s processos mais promissores foram
selecionados para serem realizados em escala ampliada visando o isolamento dos
derivados produzidos. A biotransformacdo da lausona metoxilada possibilitou a
producéo do derivado codificado como BLML, identificado como lausona. As reacdes
com a menadiona possibilitaram o isolamento e identificacdo de cinco metabdlitos
codificados como BM1, BM2, BM4, BM5 e BM6. Todas as naftoquinonas utilizadas
como substratos nos processos de biotransformacdo e os derivados obtidos foram
submetidos a ensaios de citotoxicidade frente a linhagens celulares normais e tumorais.
De uma forma geral, as naftoquinonas ndo apresentaram citotoxicidade elevada quando
comparadas com o controle positivo do experimento (doxorrubicina). No entanto, pode-
se correlacionar o efeito das pequenas modificacdes nas estruturas quimicas das
naftoquinonas com diferentes respostas bioldgicas. Pode-se estabelecer também que a
manutencdo dos grupos cetbnicos do nucleo quinondide sdo indispensaveis para o
aparecimento da atividade citotdxica.

Palavras-chave: Naftoquinonas, Biotransformacao, Citotoxicidade.



ABSTRACT

SEVERIANO, M. E. Biotransformation of naphthoquinones by filamentous
fungi and bacteria from the gastrointestinal tract and evaluation of the
cytotoxic activity of the derivatives. 2016. 215f. Thesis (Ph.D.). School of
Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, 2016.

Quinones are important organic compounds widely distributed in nature and used as
colorants in cosmetics and food. These compounds are also used in medicine as anti-
tumor, anti-inflammatory, antimicrobial, among other applications. Naphthoquinones
are quinones related to the naphthalene system. These molecules belong to a class of
toxic intermediates generated by the biotransformation of polycyclic aromatic
hydrocarbons, estrogens, catecholamines and other drugs. The determination of safety
and efficacy of drugs is closely related to the study of derivatives formation by in vivo
metabolism reactions. Microorganisms have been used as tools to predict drug
metabolism and are considered a very efficient platform of studies. Hereof, filamentous
fungi are used due to their ability to promote chemical modifications that mimics in vivo
liver reactions. Intestinal bacteria have also been used since they are known to modify
drugs and other substances that may come into contact with the gut microbiota. Both
fungi and bacteria can contribute to the elucidation of metabolic pathways of
compounds, providing information about the generation of more active, inactive or toxic
substances. Furthermore, biotransformation studies can be useful tools to obtain new
derivatives. Hence, the goal of this work was to study the microbial metabolism of eight
naphthoquinones with different substitutions (1,2-naphthoquinone, 1,4-naphthoquinone,
lawsone, menadione, methoxy lawsone, plumbagin, 5-hydroxy-naphthoquinone and
vitamin K1) by several species of filamentous fungi (C.elegans, A.niger, A.brasiliensis,
A.alliaceus, C.echinulata, M.rouxii, A.phoenicis, A.ochraceus e R.stolonifer), intestinal
bacteria (Bifidobacterium sp, L.acidophillus e E.coli) and the probiotic yeast
S.boulardii. Additionally, all naphthoquinones used as substrates in biotransformation
processes and the obtained derivatives were evaluated in cytotoxicity assays using
normal and tumor cell lines. Initially, appropriate growth conditions were established
for each microorganism. Stability studies with the substrates and the determination of
appropriate extraction conditions were also carried out. The biotransformation reactions
were monitored during 10 days for the filamentous fungi and during 36 h for intestinal
bacteria and probiotic yeast. The most promising processes were selected to be carried
out in enlarged scale for the isolation of the produced derivatives. The
biotransformation of the methoxy-lawsone produced a compound encoded as BLM1
and identified as lawsone. Five metabolites encoded as BM1, BM2, BM4, BM5 e BM7
were identified and isolated from the menadione biotransformations. Regarding the
cytotoxicity experiments, the naphthoquinones in general did not display high
cytotoxicity when compared with the positive control doxorubicin. However, slight
modifications in the naphthoquinones chemical structures were correlated to different
biological responses. Additionally, the maintenance of ketone groups of the quinonoid
nucleus were considered essential for the cytotoxic activity.

Key words: Naphthoquinones, Biotransformation, Cytotoxicity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura bésica das quinonas (nucleo quinoide)

Figura 2. Formacao da benzoquinona a partir do acido quinico

Figura 3. Estruturas quimicas de quinonas ja isoladas e descritas na literatura
Figura 4. Estruturas quimicas das naftoquinonas mitomicina C, adriamicina e
daunorrubicina

Figura 5. Quinonas de importancia bioquimica

Figura 6. Estruturas quimicas de diferentes tipos de quinonas

Figura 7. Estrutura quimica de orto- e para-quinonas

Figura 8. Grafico do numero de estudos sobre as naftoquinonas publicados na
literatura entre 1900-2016. Fonte de Pesquisa: Base de Dados SciFinder (Acesso
em 01/06/2016)

Figura 9. Formas tautoméricas resultantes do equilibrio apresentado pelas
quinonas

Figura 10. Formas da Lausona, uma hidroxinaftoquinona

Figura 11. Estruturas quimicas de naftoquinona bioativas

Figura 12. Estruturas quimicas das vitaminas do grupo K

Figura 13. Ciclo redox das quinonas

Figura 14. Estruturas quimicas de quinonas com atividade citotoxica

Figura 15. Biotransformagao do etanol em acido acético

Figura 16. Biotransformagdo do acetaminofeno

Figura 17. Biotransformacoes do dietilbestrol (A) e do 2-hidroxi-estradiol (B) em
metabdlitos contendo o ndcleo quinonoide

Figura 18. Biotransformacéo da chiconina por bactérias intestinais

Figura 19.Biotransformac&o da chiconina por Bacteroides fragilis

Figura 20. Clivagem oxidativa realizada por S.platensis

Figura 21. Biotransformagao da naftoquinona INO 5042

Figura 22. Biotransformacéo da 5-amino-8-hidroxi-1,4-naftoquinona

Figura 23. Biotransformagéo do lapachol por C.lunata

Figura 24. Produtos de biotransformacdo do lapachol descritos por Silva e
colaboradores (2014).

Figura 25. Biotransformacéo do lapachol descrita por Otten & Rosazza

Figura 26. Biotransformacéo do lapachol por C.echinulata

Figura 27. Produtos de biotransformagdo da [B-lapachona descritos Paludo e
colaboradores

Figura 28. Estruturas quimicas das naftoquinonas selecionadas para os estudos de
biotransformacéo

Figura 29. Curvas de crescimento dos fungos em meio pré-fermentativo, incubado a
30 °C, sob agitagdo constante de 120 rpm, por um periodo de quatro dias
consecutivos.

Figura 30. Curvas de crescimento dos fungos em meio fermentativo Czapek
modificado, incubado a 30 °C, sob agitacdo constante de 120 rpm, por um periodo de
seis dias consecutivos.

w w

o0 N o o1

10
10
13
14
16
18
19
26

27
33
33
34
34
35
35

36
37
37
38

40

79

81



Figura 31. Curva de crescimento de C.elegans ATCC 10028b na presenca de
naftogquinonas.

Figura 32. Curvas de crescimento das bactérias probidticas em seus respectivos
meios de cultura

Figura 33. Curvas de crescimento da bactéria E.coli na presenca e auséncia dos
substratos selecionados

Figura 34: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos dos meios de
cultura contendo menadiona obtidos por extrages com resinas poliméricas (A) e
por particdo liquido-liquido (B). O circulo sob a escala destaca a intensidade dos
picos observados. As condi¢Bes cromatograficas foram: Cromatdgrafo Shimadzu,
Coluna Kromasil C18, fase movel constituida por gradiente de acetonitrila e &gua
(20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de
injecdo de 30pL, deteccdo em UV 220nm e anélise a temperatura ambiente.
Figura 35. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos de diferentes
meios de cultura contendo a 1,2 —naftoquinona apds 24 horas de incubacéo.
(A:fase aquosa liofilizada apds extracdo; B: meio MH; C: meio MRS; D: meio
MRS suplementado e E: meio Czapek modificado). As condi¢fes cromatogréficas
foram: Cromatdgrafo Shimadzu, Coluna Kromasil C18, fase mdvel constituida
por gradiente de acetonitrila e dgua (20-100% Fase organica em 35 minutos),
vazdo de 0,8ml min-1, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 220nm e
analise a temperatura ambiente.

Figura 36. Estruturas quimicas das naftoquinonas empregadas em reacdes de
biotransformacao descritas na literatura

Figura 37. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos de solugdes do
meio Czapek modificado contendo 1,2-naftoquinona ap6s incubagdo por 0
minutos (A), 30 minutos (B), 60 minutos (C) e 24 horas (D). As condic¢des
cromatograficas foram: Cromatografo Shimadzu, Coluna Kromasil C18, fase
movel constituida por gradiente de acetonitrila e agua (20-100% Fase organica em
35 minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV
220nm e andlise a temperatura ambiente.

Figura 38. Curvas de consumo da menadiona por diferentes fungos filamentosos

82

83

85

88

92

96

95
96



Figura 39. Cromatogramas oriundos da biotransformagcdo da menadiona (rT=
15,71 min, indicada pela seta) por A.alliaceus ap6s 120 horas de reacdo: (A)
Extrato de biotransformacgdo e (B) Extrato do controle de A.alliaceus no mesmo
periodo. Cromatdgrafo Waters , Coluna Sinergi Polar RP, fase mdvel constituida
por gradiente de acetonitrila e dgua (20-100% Fase organica em 35 minutos),
vazdo de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 220nm e
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de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 220nm e analise a
temperatura ambiente.
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gradiente de acetonitrila e 4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo
de 0,8ml min-1, volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e analise a
temperatura ambiente.

Figura 55: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos compostos BM1, BM2 e
BM3, isolados do extrato EBMCe. Cromatdgrafo Waters, Coluna Sinergi Polar
RP, fase modvel constituida por gradiente de acetonitrila e dgua (20-100% Fase
orgénica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1, volume de injecdo de 30pL,

deteccdo em UV 254nm e analise a temperatura ambiente.

vii

107
109

111

112

114

115



Figura 56 : Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EBMEc | .
Cromatdgrafo Shimadzu, Coluna Sinergi Polar RP, fase mdvel constituida por
gradiente de acetonitrila e 4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazao
de 0,8ml min-1, volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e analise a
temperatura ambiente.

Figura 57. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos compostos BM4 e BM5.
Cromatdgrafo Waters, Coluna Sinergi Polar RP, fase movel constituida por
gradiente de acetonitrila e 4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo
de 0,8ml min-1, volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e analise a
temperatura ambiente.
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Cromatografo Waters, Coluna Sinergi Polar RP, fase movel constituida por
gradiente de acetonitrila e 4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo
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Introducao



1.INTRODUCAO

1.1 Quinonas

As quinonas s&o um grupo de compostos organicos caracterizados pela presenca
de dois grupos carbonilas em um sistema conjugado com duas duplas ligacbes C-C
(Simdes, 2007). Esses requisitos estruturais constroem o chamado nucleo quinonoide,

apresentado na Figura 1.

0

Figura 1. Estrutura basica das quinonas (nucleo quinonoide)

Na maioria dos casos essas moléculas podem ser consideradas produtos da
oxidacdo de fendis, porém algumas podem ser formadas a partir dos terpendides. Séo
amplamente disseminadas na natureza, sobretudo em plantas (angiospermas), fungos,
liquens e bactérias, mas podem também ter origem sintética (Thomson, 1991).

Em 1838, a molécula da 1,4-benzoquinona, primeira descrita para essa classe,
foi obtida pela primeira vez a partir de uma reacdo de oxidacdo do acido quinico
(Figura 2), a partir do qual foi instituido o termo quinona. Esse composto € usualmente

produzido por insetos para espantar predadores (Solomons & Fryhle, 2006).
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Figura 2. Formacdo da benzoquinona a partir do acido quinico (Solomons &

Fryhle, 2006).

Apesar de possuirem um esqueleto basico relativamente pequeno e simples, a
variedade estrutural das quinonas € muito grande. Na Figura 3 estdo apresentados

alguns exemplos de estruturas quimicas de quinonas isoladas e descritas na literatura.
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Figura 3. Estruturas quimicas de quinonas ja isoladas e descritas na literatura.



Dados j& antigos apontavam que existem mais de 1500 quinonas isoladas de
produtos naturais descritas na literatura (Thomson, 1991). No entanto, além de serem
antigos, esses dados ndo contabilizam as quinonas de origem sintética e /ou semi-
sintética. Ndo foram encontrados dados mais recentes a respeito do nimero atual, porém
pela quantidade de trabalhos publicados a cada ano a respeito dessa classe de
compostos, estima-se que esse nimero seja muito maior. De acordo com uma pesquisa
feita na base de dados SciFinder (Data de consulta: 01 de julho de 2016), até 1991, ano
da publicacdo de Thomson, existiam cerca de 49.341 referencias a respeito dessa classe
de compostos. Entre 1991 e 2016, foram publicados mais 84.711 trabalhos envolvendo
quinonas, o que demonstra a relevancia e o continuo interesse pela classe. Esse
interesse se da tanto do ponto de vista quimico, por serem consideradas estruturas
“privilegiadas” para a quimica organica (elevada reatividade quimica), quanto por suas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas.

Na medicina tradicional plantas ricas em quinonas eram utilizadas no tratamento
de diversas doencas (Martinez & Benito, 2005). Formulacdes e extratos contendo
quinonas, ja eram utilizados como corantes naturais pela humanidade ha milhares de
anos (Lemos et al., 2007).

A importancia dessa classe de compostos € evidenciada pelo grande numero de
substancias contendo o ndcleo quinoide que apresentam aplicacdes conhecidas, sendo
muitas delas ja utilizadas comercialmente, como por exemplo, as mitomicinas e
antraciclinas (Silva et al., 2003). As mitomicinas sdo um grupo de quinonas produzidas
por fungos e que se destacam por sua atividade antimicrobiana e antitumoral. Dentre
estas, uma das mais conhecidas é a Mitomicina C, utilizada no tratamento de diversos
tumores solidos (Silva et al. 2003). As antraciclinas também sdo quinonas bioativas

produzidas por actinobactérias do género Streptomyces. Muitas delas apresentam



atividade antimicrobiana, devido a sua complexacdo com bases purinicas e
pirimidinicas, inibindo a sintese de moléculas de DNA dos micro-organismos (Silva et
al., 2003). Entre estas destacam-se a daunorubicina e a adriamicina. A daunorrubicina
também possui efeito terapéutico contra leucemia humana (Acton et al., 1979) além de
ser inibidora do crescimento de alguns parasitas do género Trypanosoma (Wilhanson,

1981). As estruturas de algumas dessas naftoquinonas estdo apresentadas na Figura 4.

Daunorrubicina

Adriamicina N\\\\‘ 'y, 7

OH OH

Mitomicina C

Figura 4. Estruturas quimicas das naftoquinonas mitomicina C, adriamicina e
daunorrubicina

Outras quinonas como a ubiquinona (coenzima Q10), plastoquinonas e
tocoferilquinona, se destacam em termos bioquimicos por sua influéncia em algumas

reacOes metabdlicas como apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Quinonas de importancia bioquimica

Muitas quinonas participam de processos bioquimicos vitais para seres vivos
como os vegetais, fungos, bactérias, virus, artrpodes, algas, entre outros. A ampla
disseminacdo dessas moléculas entre os seres vivos, junto a variacdo de atividades
biologicas apresentadas em diferentes sistemas, confere-lhe uma propriedade muito
importante, conhecida como “biodinamicidade”, ou seja, a capacidade de uma molécula
apresentar multiplas propriedades biolégicas (Silva et al., 2003). Tal fato explica o
grande potencial farmacoldgico dessa classe de moléculas, com destaque para a
atividade anti-inflamatéria (Cuellar et al., 2001; Wei et al., 2001; Kuo et al., 2001),
antioxidante (Scheibler, 1997; Yen et al., 2000; Yuan & Gao, 1997; Yen et al., 1998;
Choi et al., 2000), antifangica (Semple et al., 2001; loset et al., 2000; Currelli et al.,
2001; Mahoney et al., 2000), antibacteriana (Khan et al., 2001; Manojlovic et al., 2002;
Hatano et al., 1999), antiparasitaria (Donoun et al., 1999; Weiss et al., 2000; Kapadia et
al, 2001) e antitumoral (Kamei et al., Lee, 2001; Lee et al., 2001; Pecere et al., 2000;

Wasserman et al., 2002).



As quinonas, sdo em geral, moléculas bastante reativas, e como tal, tem suas
propriedades biologicas modificadas dependendo do teor de oxigénio a que sdo expostas
bem como pelo tipo de enzima presente no meio em que se encontra (Welleigton, 2015).
A capacidade das quinonas em gerar espécies reativas de oxigénio, também conhecidas
como radicais livre, esta entre as caracteristicas mais peculiares dessas moléculas.

Do ponto de vista quimico, as estruturas das quinonas podem ser classificadas de
acordo com o tipo de anel aromatico que sustenta o nucleo quinondide basico em:
benzoquinonas (ndcleo quinondide em um anel benzénico), naftoquinonas (anel
naftalénico) e antraquinonas (anel antracénico linear ou angular), conforme apresentado
nas estruturas quimicas da Figura 6 (Simdes, 2007 ; Silva et al., 2003). Juntas esses trés
tipos de quinonas sdo as mais frequentemente encontradas na natureza, porém podem
ainda haver quinonas de esqueleto mais complexo como as quinonas policiclicas ou as

derivadas de terpenos (Martinez & Benito, 2005).

(0] O
o) (0]
Benzoquinona Naftoquinona Antraquinona

Figura 6. Estruturas quimicas de diferentes tipos de quinonas

Esses compostos também sdo classificados de acordo com a disposicéo relativa
de suas carbonilas em orto-quinonas, quando esses grupos funcionais sdo vizinhos e

para-quinonas quando 0os mesmos apresentam dois atomos de carbono entre si (Silva et



al., 2003). Em algumas quinonas policiclicas pode haver maior distanciamento das
carbonilas devido a seus possiveis arranjos isoméricos. Esses diferentes arranjos
isoméricos modificam significativamente suas propriedades quimicas, fisicas e

bioldgicas. A Figura 7 apresenta estruturas de orto e para-quinonas.
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1,4-benzoquinona 1,2-benzoquinona (orto-quinona)
(para-quinona) (orto-quinona)
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’ d (orto-quinona) 9,1 O-antragulnona
(para-quinona) (para-quinona)

Figura 7. Estrutura quimica de orto- e para-quinonas

A simples alteracdo de posicdo das carbonilas no nucleo quinonoide leva a
alteracdo significante das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas apresentadas entre
os isdbmeros. Como exemplo pode-se citar a diferenca na coloracao apresentada por uma
0-quinona, com as carbonilas inseridas na posicdo 1 e 2 do nucleo quinoide ( cor
laranja), bem como a de seu isbmero que possui as carbonilas nas posi¢cdes 1 e 4 (p-
quinona, cor verde). Outro exemplo é o caso da B-lapachona, uma orto-naftoquinona
muito mais ativa contra o Trypanosoma cruzi que seu isomero natural a-lapachona, uma

para-naftoquinona (Silva et al., 2003).



Em um estudo publicado em 2001 a respeito da regeneracdo de aceptores de
elétrons usados por varias flavoenzimas em biotransformagdes mostraram que p-
quinonas, diferentemente de o-quinonas, ndao foram bons substratos para os estudos

conduzidos com celobiose desidrogenase (Baminger et al., 2001).

1.2 Naftoquinonas

As naftoquinonas sdo quinonas relacionadas ao sistema naftalénico. A quimica e
as propriedades bioldgicas das naftoquinonas ja foram extensivamente estudadas, porém
a importancia da classe é tdo grande, que a cada ano aumenta-se 0 numero de
publicacdes a respeito dessas moléculas. A Figura 8, mostra um grafico da progressdo
do nimero de trabalhos publicados da década de 50 até o presente ano. Os dados
utilizados nesse grafico, foram obtidos através de busca na base de dados SciFinder

(Data de consulta:01/07/2016).
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Figura 8. Gréafico do nimero de estudos sobre as naftoquinonas publicados na
literatura entre 1900-2016. Fonte de Pesquisa: Base de Dados SciFinder (Acesso em
01/06/2016)

Uma caracteristica comum entre a maioria das naftoquinonas, bem como das

quinonas de um modo geral, é a presenca de diferentes formas que encontram-se
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normalmente em equilibrio, porém sabe-se que dependendo do ambiente em que as
mesmas se encontram, esse equilibrio pode estar deslocado para uma forma ou outra. A

Figura 9 esquematiza as formas apresentadas pelas quinonas:

o) OH
0 OH

Figura 9. Formas tautoméricas resultantes do equilibrio apresentado pelas
quinonas

Algumas quinonas, podem apresentar ainda mais variagcbes, como € o0 caso de
algumas hidroxinaftoquinonas como a lausona, que apresenta uma hidroxila na posicao
a em relacdo as carbonilas do nacleo quinondide. Na Figura 10 estdo apresentadas as

trés formas possiveis para a lausona (Chaudhary & Khurana, 2016):

o o) o)
OH ‘ ‘ 0 0
—_— e
B —
o OH o)
Lausona

Figura 10. Formas da Lausona, uma hidroxinaftoquinona (Chaudhary &

Khurana, 2016).
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Dentre as naftoquinonas, os compostos 1,2- e 1,4-naftoquinonas, as mais simples
entre a classe, sdo muito utilizadas na quimica orgénica e quimica medicinal, tendo em
vista a facilidade com que estas sofrem os processos de oxidagdo e reducdo do nucleo
quinondide, que é a base para os processos de transporte de elétrons e de fosforilagdo
oxidativa (Da Siva Junior et al., 2008). A presenca de anéis redox acoplados a sistemas
heterociclicos (furanicos, piranicos, pirrlicos, entre outros) nas posi¢des 2,3 ou 3,4 do
sistema naftalénico nas naftoquinonas, sdo algumas caracteristicas estruturais que estdo
geralmente relacionados com ao aumento da bioatividade apresentada pelas mesmas
(Silva et al, 2003).

A lausona, uma das naftoquinonas mais conhecidas e estudadas é componente
majoritario das folhas de Henna (Lawsonia inermis). Extratos e tinturas desta planta tém
sido utilizados como corantes naturais para cabelo e corpo, desde o antigo Egito, ha
mais de 4000 anos (Lemos et al., 2007). Devido a seu potencial bioldgico, a lausona,
bem como as hidroxinaftoquinonas de um modo geral, ttém sido muito utilizadas pelos
quimicos organicos sintéticos visando a obtencdo de derivados quimicos para avaliacdo
da atividade bioldgica que os mesmos apresentam (Chaudhary & Khurana, 2016).

Outras naftoquinonas utilizadas como pigmentos naturais sdo a alcanina e a
shiconina, presentes principalmente nas raizes de Arnebia densiflora,e utilizadas como
corantes pela industria farmacéutica, cosmética e téxtil (Lemos et al., 2007). O Zicao,
extrato das raizes das plantas Lithospermun erythrorhizon, Arnebia euchroma e Arnebia
guttata é muito utilizado, sobretudo pela medicina chinesa para o tratamento de diversas
doencas, principalmente de lesdes na pele e queimaduras. Esta formulacao é rica em
quinonas sendo gue a shiconina se destaca com composto majoritario (Chen et al., 2002;
Croft et al.,1985; Fournet at al., 1992 ; Lemos et al., 2007). A planta Rubia cordifolia,

rica na naftoquinona molugina também é muito utilizada na medicina chinesa, pela sua
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atividade antitumoral (Itokawa et al., 1993; Lumb et al., 2005; Lemos et al., 2007). A
plumbagina, isolada de Arnebia densiflora é utilizada no tratamento da leishmaniose
cuténea (Croft et al., 1985; Fournet et al., 1992; Lemos et al., 2007).

O lapachol é uma das naftoquinonas naturais mais conhecidas e estudadas.
Conhecida desde 1858, essa molécula ocorre em abundancia em plantas da familia
Bignoniaceae, particularmente no género Tabebuia, recentemente reclassificado como
Handroanthus. Essa naftoquinona ja foi produzida e comercializada como medicamento
para o tratamento de alguns tipos de cancer, mas ndo esta mais disponivel no mercado
em decorréncia dos efeitos colaterais que acabavam agravando o estado clinico dos
pacientes em tratamento, entre eles, a anemia, distirbios de coagulagcdo sanguinea e
gastrointestinais (Da Silva et al., 2003; Oliveira et al, 1990). Além da atividade
citotoxica, outras atividades bioldgicas ja foram atribuidas ao lapachol, tais como
antiparasitaria( Goulart et al., 1997; Pinto et a., 2000), antimicrobiana, antifungica
(Garnier et al., 1996), anti-inflamatdria (Almeida, 1990), entre outras.

A B-lapachona, componente minoritario de espécies do género Handroanthus,
apresenta atividades bioldgicas como antibacteriana, antiparasitaria, e sobretudo
antineoplasica (Cavalcante et al., 2008). Existem muitas patentes envolvendo essa
naftoquinona e seus derivados o que ressalta sua importancia. Essa quinona também tem
sido muito utilizada em estudos sintéticos, gerando, muitas vezes, derivados mais ativos
que o material de partida, como ocorre no trabalho de Ferreira e colaboradores (2008),
que ao promover modificacdo no anel piranico dessa lapachona, conseguiu um derivado
de elevada atividade antiparasitaria (formas tripomastigotas de T.cruzi). As estruturas

quimicas de algumas naftoquinonas bioativas estdo apresentadas na Figura 11.
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Figura 11. Estruturas quimicas de naftoquinonas bioativas

A Vitamina K, é uma vitamina liposolivel muito conhecida por seu importante
papel na coagulacdo sanguinea, mas que atua também nos mecanismos de regulacdo da
calcificacdo dos vasos sanguineos e protecdo contra o estresse oxidativo (Shearer &
Newman, 2008; Booth, 2009; Saito et al., 2007; Rajabi et al., 2010). Existem algumas

formas diferentes de vitaminas K, porém todas elas apresentam o nucleo quinondide
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caracteristico, variando apenas o substituinte da posicdo 3 do nucleo principal. A
menadiona, que contém apenas uma metila na cadeia lateral é conhecida como a forma
sintética da vitamina K. A filoguinona apresenta um grupo fitil na cadeia lateral e € o
principal tipo de vitamina K presente em nossa dieta. A menaquinona, contém um grupo
terpénico na cadeia lateral, e apesar de, em geral, ser pouco abundante nos alimentos,
esta presente em alguns tecidos sendo responsavel por muitas propriedades atribuidas a
essa classe de vitaminas (Shearer & Newman, 2008, Rajabi et al., 2010).

Durante o metabolismo, a cadeia lateral da filoquinona é removida, formando a
menadiona, que se torna a principal forma da vitamina K conjugada e excretada pela
urina. Ao invés de excretada, a menadiona pode também migrar para alguns tecidos e
encontrar o grupo fitil eliminado da filoquinona, sendo entdo preniladas para formar a
menaquinona (Rajabi et al., 2010; Martius, 1971). A Figura 12 mostra os diferentes

tipo de vitamina K.

(e}

l ' Menadiona

(e}

Menaquinona

Figura 12. Estruturas quimicas das vitaminas do grupo K
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1.3 Citotoxicidade das quinonas

Dentre todas as atividades bioldgicas apresentadas pelas quinonas, a atividade
citotoxica é destacada pelo grande numero de trabalhos reportados na literatura. A
medicina popular tem utilizado preparacdes de plantas medicinais ricas em quinonas
para o tratamento de tumores ha muitos anos (Martinez & Benito, 2005).

Um dos exemplos se d& pelo uso das raizes ou rizomas da planta Rheum
palmatum L., popularmente conhecida como Ruibarbo, rica na antraquinona emodina,
ou ainda pelas folhas de Aloe vera L., ricas na antraquinona aloe-emodina. Existem
estudos que comprovam que esses compostos sdo capazes de induzir a apoptose de
algumas células tumorais de forma especifica, sendo, portanto atéxicas para as células
normais (Kamei et al., 1998; Lee, 2001; Lee at al., 2001; Shi et al., 2001).

A B-lapachona, encontrada nas folhas de plantas do género Handroanthus, bem
como seus derivados sintéticos, estdo entre as naftoquinonas mais estudadas por sua
atividade antitumoral, sobretudo em linhagens de células de tumores de préstata e mama
(Martinez e Benito, 2005). Muitas outras naftoquinonas apresentam atividade
antitumoral, dentre estas, a juglona, plumbagina e menadiona.

A atividade citotoxica apresentada por tantas quinonas torna possivel sugerir que
tal propriedade seja intrinseca ao nucleo quinondide e que pode ser intensificados de
acordo com 0s grupos quimicos presentes em cada molécula (Da Silva et al., 2003;
Brand & Fisher, 1990). O mecanismo pelo qual as quinonas exercem o efeito citotdxico
ainda ndo foi totalmente elucidado e, acredita-se que esta propriedade deve ocorrer por
diferentes mecanismos.

A toxicidade das quinonas pode ser atribuida ao estresse oxidativo induzido pelo
ciclo redox desses compostos nas células. Nesse ciclo, as quinonas podem seguir por

dois caminhos diferentes (Figura 13 ). O primeiro caso se da através da reducdo de um
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elétron no nucleo quinoide, resultando na formacdo de uma espécie (radical) chamada
semiquinona que pode reagir com atomos de oxigénio, que promovem sua oxidacao e a
consequente formacdo de um radical superoxido. A dismutacdo desse radical gera
espécies de H,O, que, na presenca do peptideo glutationa (em sua forma reduzida,
GSH), pode ser metabolizada em &gua pela enzima glutationa peroxidase, que faz parte
do sistema de defesa antioxidante celular. Os radicais livres remanescentes a esse
processo séo altamente deletérios para as células, levando-as a morte. Outro caso seria a
reducdo de dois elétrons na estrutura das quinonas que, nesse caso, resultaria em uma
hidroguinona sem a formacdo de radicais livres como intermediarios (Chiou et al.,
1997; Jewell et al., 1982; Thor et al., 1982 Tzeng et al., 1994). Caso as células ndo
consigam eliminar por completo os elementos que causam o estresse oxidativo, 0O
balanco dos sinais envolvidos na divisdo celular é alterado, induzindo o processo de

apoptose (Da Silva et al., 2003).

OH (0]
R R R: R R R
2 H' e
—_— ——
R R R R R R
OH o
Hidroquinona Semiquinona Quinona

Figura 13. Ciclo redox das quinonas (Da Silva et al., 2003).

Outros fatores que podem estar relacionados com a atividade citotoxica das
quinonas € a capacidade de serem reduzidas por flavoenzimas celulares, ou devido a

reducdo das carbonilas presentes, que ativam a saida de grupos abandonadores presentes
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no nucleo quinondide, gerando intermedidrios alquilantes (agentes antineoplasicos
biorredutores) (Da Silva et al., 2003; Salmon-Chemin et al., 2001; Lin et al.,2001).

Tal atividade pode ser explicada também pela capacidade de inibicdo da enzima
DNA-polimerase | (Martinez e Benito, 2005). Estudos comprovaram que naftoquinonas
que apresentam ao menos um grupo fendlico em sua estrutura, sdo inibidores mais
potentes desse tipo de enzima (Plyta et al., 1998; Hisa et al., 1998). Estudos de Gokhale
e colaboradores (2000) mostraram que a complexacdo de ions metalicos com as
hidroxinaftoquinonas antitumorais pode potencializar ainda mais essa propriedade,
sendo a atividade maxima apresentada pela lausona complexada com cobre. Sabe-se
também que as p-quinonas possuem maior potencial antitumoral que as o-quinonas
(sobretudo as que contém grupos reativos ou as heterociclicas) (Powis, 1989).

A quinona, 2-metil-p-benzoquinona, foi o0 primeiro composto testado como
agente antitumoral pelo National Cancer Institute (NCI) nos Estados Unidos, em 1955.
A partir dai mais de 1500 quinonas ja foram avaliadas, e hoje as quinonas séo a segunda
maior classe de compostos aprovados para uso clinico como agentes antitumorais nos
Estados Unidos, perdendo apenas para os agentes alquilantes. Muitas outras quinonas
ainda estdo em fases de desenvolvimento clinico e pré-clinico (Beall & Winski, 2000;
Driscoll et al., 1974; Powis, 1989). Alguns exemplos de estruturas quimicas de

quinonas citotdxicas estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Estruturas quimicas de quinonas com atividade citotoxica

1.4 Biotransformacao
Historicamente as biotransformac6es tém sido investigadas desde os tempos de
Pasteur e foram impulsionadas por grandes quimicos e bioguimicos do século XIX. As

reacOes de biotransformacéo sdo definidas como o uso de sistemas biol6gicos para
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realizacdo de modificagdes quimicas em estruturas que ndo sdo seus substratos naturais
(Hanson, 1995). Através desta técnica, moléculas orgénicas podem ser modificadas com
degradacdo ou nédo do esqueleto carbonico. Apesar das biotransformagdes empregarem
enzimas isoladas ou qualquer sistema biolégico que as contenham, o uso de células
integras de organismos vivos (fungos, bactérias, algas ou células vegetais) é
particularmente vantajoso, pois estes apresentam uma taxa de crescimento rapida e um
sistema multienzimatico de facil formacéo (Bastos, 2005).

Historicamente as biotransformac6es tém sido investigadas desde os tempos de
Pasteur e dados historicos apontam que o primeiro processo de biotransformacao
ocorreu na antiga Babildnia com a transformacdo de etanol em éacido acético (vinagre),
catalisada por Acetobacter (Leresche & Meyer, 2006), assim como apresentado no

esquema da Figura 15.

Acetobacter sp

CH,CH,0H + O, CH,-COOH + H,0
Etanol Acido acético

Figura 15. Biotransformacao do etanol em acido acético

O progresso do uso das biotransformacdes foi relativamente lento até 1950,
quando o uso de micro-organismos para modificar nucleos esteroidais foi estudado em
laboratorios académicos e industriais, despertando novamente o interesse na aplicacdo
desses catalisadores biologicos em problemas da quimica orgénica sintética. A partir
dai, o impacto da técnica s6 tem aumentado, sobretudo na area farmacéutica, que tem

investido bilhdes de ddlares no setor (Wilke, 1995). Dados de 2002 apontaram que 134
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processos utilizando biotransformacéo estavam sendo empregados em escala industrial

(Straathof, 2002).

Uma das principais razdes pelo interesse nas reacOes de biotransformacéo se da
pela variedade de tipos de enzimas diferentes, que sdo capazes de promover quase todos
0s tipos de reacgdes existentes (Lereshe & Meyer, 2006). Apesar dessa variedade, pode-
se observar que a maioria dos processos enzimaticos costuma envolver hidrolases (44%)
e oxidorredutases (30%). Algumas bases de dados especificas da area registraram a
existéncia de mais de 35.000 reac¢Oes enzimaticas até o ano de 2002 (Straathof, 2002).
Outro aspecto interessante de se utilizar reacGes enzimaticas é que essas colaboram com
a atual tendéncia da quimica verde, que incentiva 0s processos que ndo prejudicam o
meio ambiente, oferecendo alternativas para substituir os metais pesados presentes na
maioria dos reagentes da sintese organica. Vale lembrar que, ainda nessa vertente, as
reacOes de biotransformacdo acontecem em fase aquosa e ndo necessitam de
temperatura e pressdo extremas para ocorrerem o que diminui o0 uso energético, fazendo

a tecnica mais ecologicamente correta (Bull et al., 1999; Held et al., 2000).

As enzimas sdo biocatalisadores capazes de promoverem rea¢des organicas de
modo muito similar ao dos reagentes quimicos. Uma das vantagens da catalise
enzimatica frente a catalise quimica é baseada na alta especificidade da reacdo
promovida em relacdo a estrutura e a estereoquimica do substrato (material de partida)
utilizado e do produto formado. Além disso, sabe-se que em condigdes reacionais
brandas as taxas de formacédo de um produto em uma reacdo enzimatica sdo otimizadas,
gracas a baixa energia de ativacdo necessaria para a formacdo do complexo enzima-
substrato. Outras caracteristicas dessas bioreaces estdo listadas na Tabela 1 (Adaptada

de Hudlicky & Reed, 2009).
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Tabela 1. Principais vantagens e desvantagens dos processos de

biotransformacdo (Adaptada de Hudlicky & Reed, 2009).

Biotransformacdes

Vantagens Desvantagens
- Aplicacdo a diversos tipos de substratos - Necessidade de triagem para sele¢éo do
- Elevada régio-, enantio- e esteroseletividade sistema biologico utilizado
- Condicdes reacionais brandas - Baixa previsibilidade do processo
- Técnica ecologicamente adequada (“Quimica Verde”) | - Baixo rendimento reacional
- Formacdo e quebra de ligagdes C-C -Tempo experimental médio-longo

- Baixos custos operacionais

- N&o é necessario proteger e desproteger grupos
quimicos

- Diminuicéo da formacdo de reagdes indesejadas

- Alta versatilidade

Por se tratarem de reacGes mediadas por sistemas biolégicos de organismos
vivos, as reacGes de biotransformacdo sdo sensiveis as condicBes experimentais
utilizadas, sendo que, minimas alteracdes metodoldgicas, podem resultar em grandes
modifica¢Ges no resultado obtido. Portanto, variagGes na temperatura, composicao do
meio, pH do meio, condi¢des de incubacdo, agitagdo e aeracdo das culturas, fase de
desenvolvimento do organismo que atuard como biocatalisador, entre diversos outros
fatores devem ser considerados. Assim, todos 0s aspectos experimentais devem ser
avaliados e padronizados a fim de se obter o melhor resultado possivel. N&do existem
regras para esses procedimentos, as melhores condi¢cdes experimentais devem ser

estabelecidas a partir dos resultados experimentais (Leuenberger, 1990).
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Em termos experimentais, as reacOes de biotransformacdo consistem,
basicamente em cultivar o organismo que realizard a reacdo para posterior adicdo da
substancia organica de interesse (substrato ou material de partida) em contato com o
sistema biolégico escolhido, pelo tempo necessario para a obtencdo do produto
desejado. AplGs esse periodo, o caldo resultante das culturas dos organismos
biocatalisadores € separado de sua biomassa, para posterior extracdo das partes com o(s)
solvente (s) organicos adequados. O(s) extrato(s) séo entdo concentrados e analisados
para se detectar se houve ou ndo a formacdo do produto desejado. Se o produto for
formado, sdo elaborados entdo estratégias de isolamento e separacio para purifica-lo. E
importante que se prepare o controle dos experimentos realizados, a fim de distinguir
quais produtos sdo oriundos da biotransformacéo do substrato e quais s&o produtos do
metabolismo do organismo.

Toda essa vantagem tem feito da biotransformacdo uma ferramenta cada vez
mais util para modificacdo estrutural de compostos organicos, sobretudo de substancias
de origem natural, que podem ter seus complexos esqueletos quimicos modificados,
fornecendo moléculas, por vezes inéditas e de propriedades, quimicas, bioldgicas e
toxicoldgicas ainda desconhecidas. Muitos relatos na literatura empregam essa
estratégia e observa-se que, em muitos casos, as biotransformacfes promovem pequenas
alteragdes no esqueleto quimico de diversos produtos naturais, melhorando seu
potencial farmacoldgico e diminuindo seu potencial toxicoldgico (Straathof et al., 2002;
Leuenberger, 1990). Diversas substancias de origem natural ja foram utilizadas como
material de partida nas reacdes de biotransformacdo, dentre elas os esteroides,

flavonoides, alcaloides, terpenos, entre outros.
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1.5 Biotransformagcéo e estudos de metabolismo

Moléculas de farmacos, toxinas, contaminantes ambientais e todas as demais
substancias quimicas endogenas ou exoOgenas que sdo absorvidas por nossos
organismos, entram em contato com as células sofrendo transformacdes pelos sistemas
enzimaticos presente nas mesmas. Apesar do termo metabolismo e biotransformagéo
serem usados como sinGnimos em muitos casos sabe-se que por definicdo o termo
metabolismo é utilizado para descrever modificacbes enzimaticas em substratos
enddgenos enquanto biotransformacdo se refere a modificacbes em substratos exdgenos
conhecidos também como xenobidticos (Barreiro et al., 1996).

Para se compreender o efeito de uma substancia em nosso organismo é preciso
conhecer 0 modo de acdo desse composto, a toxicidade apresentada pelo mesmo, 0s
padrdes farmacocinéticos de distribuicdo, excrecdo e armazenamento do xenobidtico,
bem como seu perfil de metaboliza¢do (Asha & Vidyavatachi, 2009).

Os estudos de metabolizagdo de farmacos sdo uma etapa importante durante o
desenvolvimento de novos farmacos quer seja pela identificacdo quimica dos derivados
formados bem como por suas propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas. Os dados
obtidos ajudam a identificar os sitios moleculares mais suscetiveis a modificacao,
possibilitando a previsdo dos resultados obtidos (Person & Wienker, 2008). Além disso,
0 conhecimento das bases moleculares de biotransformacdo dos farmacos permite
racionalizar a respeito dos requisitos estruturais necessarios para uma determinada
atividade, fazendo com que seja possivel o delineamento de moléculas mais ativas e
menos toxicas (Barreiro et al., 1996). Nos organismos Vvivos, as reacdes de metabolismo
podem ser divididas em dois tipos: As reacdes de metabolismo podem ser divididas em
fase | (oxidacdes, reducdes e hidrolise) e reacdes de fase Il (glicuronidacéo, sulfatacéo,

acilacdo, metilacdo e formacao de adutos com a glutationa) (Coleman, 2010).
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Mudangas moleculares singelas nos compostos administrados podem acarretar
em profundas alteragdes nas respostas bioldgicas apresentadas pelos mesmos. A maioria
das reagdes de biotransformacdo tornam os substratos mais polares para facilitar a
excrecdo dos metabdlitos pela urina e outros fluidos corporais, mas podem ainda servir
para ativar ou inativar compostos (Person & Wienker, 2008). Um dos exemplos que
ressaltam a importancia da biotransformacdo de farmacos é o caso do Prantosil, que
apos sofrer uma reacdo de reducdo, se transforma na sulfonilamida, uma molécula de
conhecida atividade antibidtica.

Apesar da importancia de se compreender o metabolismo dos farmacos, as
discussdes e implementacao desse tipo de estudos s6 tem ganhado espaco recentemente.
Em 2008, a agéncia americana Food and drug Administration (FDA) langcou um guia
para os testes de seguranca relacionados aos metabdlitos de farmacos (FDA, 2008). No
ano seguinte foi a vez da agéncia europeia lancar suas preconizactes (EMEA, 2009). De
acordo com essas especificacOes, deve-se avaliar a toxicidade dos metabolitos que
sejam formados em quantidade igual ou maior que 10% em relacdo a quantidade de
farmaco administrada ou ainda para aqueles metabdlitos que foram identificados em
humanos apds os estudo clinicos. A organizacdo mundial de saide (OMS) estabelece
que os estudos de metabolismo sejam parte obrigatoria da avaliacdo clinica e pre-clinica
de novos farmacos (Barreiro et al., 1996).

Além de servirem como ferramenta eficaz para a obtencdo de compostos
bioativos, os estudos de biotransformacéo feitos através de células integras de micro-
organismos cultivados em meios apropriados, onde toda a maquinaria enzimatica esta
disponivel, podem mimetizar as reacGes de metabolizagdo que ocorrem nos animais in

vivo apds a administracdo de xenobidticos (Asha & Vidyavatachi, 2009). Isso se da pela
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similaridade entre o metabolismo hepético nos animais e 0 metabolismo enzimatico
microbiano.

Os estudos de metabolismo convencionais utilizam modelos animais, o que além
de encarecer o processo, ainda apresentam pontos criticos como as questBes éticas
relacionadas a propria experimentacdo animal, bem como pela diferenca significativa
entre o0s sistemas bioldgicos das espécies testadas. Além disso, as técnicas
convencionais ficam limitadas as pequenas quantidades de produto formadas, sobretudo
em casos onde o composto em questdo apresentar toxicidade e, portanto devera ser
administrado em baixas concentracdes.

Ha descricbes na literatura da formacdo de quinonas citotoxicas apds a
metabolizacdo oxidativa de alguns xenobiéticos (medicamentos, poluentes ambientais e
toxinas). Como exemplo deste processo pode-se citar 0 caso do farmaco acetaminofeno,
vastamente utilizado como analgésico e antipirético, e que em altas doses pode causar
ictericia e outros danos hepaticos severos, podendo levar o individuo a morte. A
hepatotoxicidade do acetaminofeno é atribuida a N-acetil-p-benzoquinoneimina, a qual
apos hidrolise resulta em uma simples para-benzoquinona. Outro exemplo é a
fenacetina, cujo metabolito ativo também € o paracetamol, mas que apesar de seu
potencial analgésico, teve seu uso descontinuado, tambem devido a formacédo de
metabdlitos quinoides toxicos, ap6s a metabolizacdo hepatica. Embora esses compostos
apresentem estrutura muito similar, as reacdes adversas sdo distintas entre eles. A
fenacetina pode levar a nefropatia grave, razdo pela qual foi retirada do mercado em
muitos paises. Ja o paracetamol, apesar de causar necrose as células hepaticas, integra
mais de 20 formulacBes farmacéuticas no Brasil (Barreiro et al., 1996). Essas reacdes

sdo mostradas na Figura 16
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Fenacetina Acetaminofeno N-acetil-p-benzo-quinona imina

Figura 16. Biotransformacdo do acetaminofeno (Barreiro et al., 1996).

Outro exemplo € o dos hormonios esteroidais estrogénicos, como por exemplo, 0
dietilbestrol e 2-hidroxi-estradiol (Figura 17), que apés sofrerem metabolizacao,
passam a conter o nicleo quinonoide em sua estrutura. Tais metabolitos podem causar
cancer de mama ( O'brien, 1991 ; Bolton et al., 2000).

Experimentalmente, os estudos de metabolismo necessitam de técnicas analiticas
sensiveis e eficazes aliadas a procedimentos de extracdo eficientes para detectar os
metabolitos formados, que usualmente ocorrem em pequenas concentragdes. Para isso é
importante a previsdo das caracteristicas fisico-quimicas e da estabilidade desses
derivados, permitindo a racionalizagdo das escolhas dos procedimentos experimentais

empregados (Barreiro et al., 1996).

(A)

HO. o
OH o
OH

OH
(B)
—
HO o

2-hidroxi-estradiol

Dietilbestrol

Figura 17. Biotransformacdes do dietilbestrol (A) e do 2-hidroxi-estradiol (B)
em metabdlitos contendo o nucleo quinonoide (Barreiro et al., 1996).
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1.6 Micro-organismos

Os micro-organismos sdo conhecidos ha mais de um século, entretanto, alguns
tém sido utilizados por milhares de anos sem o prévio reconhecimento de sua existéncia
(Finkelstein & Ball, 1992). Com certeza a vida na terra ndo seria possivel sem a
presenca deles. O mundo microbiano € rico em espécies, as quais possuem imensa
variedade de enzimas agrupadas, possibilitando uma ampla gama de reacdes em

diversas classes de substancias quimicas.

1.6.1 Fungos

A diversidade de micro-organismos existentes é imensa, e sendo assim, muitas
séo as possibilidades de escolha do organismo para o processo desejado. Em geral, os
fungos sdo os sistemas celulares mais empregados nas reacoes de biotransformacéo (Ma
et al., 2011), tanto pela variedade de reacOes catalisadas (oxidacOes, redugdes,
epoxidacOes, o-desmetilacdes, glicosilagdes entre outras), quanto pela facilidade no
cultivo e maior producdo de biomassa (Srisilam & Veeresham, 2003). O primeiro
trabalho empregando fungos como modelos para o metabolismo de mamiferos foi
publicado em 1974 por Smith e Rosazza, e desde entdo, o nimero de trabalhos

relacionados tem aumentado cada vez mais.

A utilizacdo de fungos como modelos para metabolizacdo de xenobidticos esta
baseada no principio de que os fungos sdo organismos eucariotos cujo aparato
enzimatico se assemelha com o dos mamiferos (Abourached et al., 1999). Sabe-se que
as enzimas do citocromo P450 humanas podem ser reproduzidas com facilidade nesse

tipo de micro-organismos (Ma et al., 2006).

Ja existem descritos na literatura alguns modelos microbianos classicos para

serem utilizados nos estudos de metabolismo. Um dos exemplos mais difundidos sdo os
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fungos do género Cunninghamella conhecidos por serem modelos confidveis de
predicdo de metabolismo. Ao todo, o género conta com 14 espécies que possuem
destacado potencial para realizar reagdes de hidrdlise e reducdo (Asha & Vidyavathi et

al., 2009).

Cunninghamella elegans ¢ um fungo filamentoso encontrado no solo e em
plantas, principalmente em zonas subtropicais e no Mediterraneo, sendo este uma das
principais espécies de seu género ( Hoog et al., 2000; Larone, 1995; St-Germain &
Summerbell, 1996; Sutton et al., 1998). Esse micro-organismo é capaz de metabolizar
uma grande variedade de xenobiéticos, realizando tanto reacfes de fase | , quanto de

fase Il (Zhang et al., 1996).

Farmacos como o propranolol (beta blogueador), predinisona (anti-inflamatério
esteroidal), naproxeno (anti-inflamatério), levonorgestrel (contraceptivo oral),
furosemida (diuretico), artemisinina (anti malarico) ja foram submetidos a estudos de
biotransformagéo por fungos do género Cunnighamella e os metabdlitos encontrados
foram similares aos obtidos nos estudos in vivo. O trabalho de Asha & Vidyavathi
(2009), apresenta uma revisdo sobre o uso desses micro-organismos para estudos de
metabolismo, comparando o0s metabolitos produzidos por mamiferos e por micro-
organismos de 91 moleculas diferentes, destacando a similaridade entre muitos

exemplos.

Os fungos do género Aspergillus correspondem a um grupo diverso de micro-
organismos saprofiticos, capazes de crescer em uma vasta quantidade de substratos
organicos diferentes. Estima-se que cerca de 180 espécies pertencam a este género
(Henry et al.,2000). Sao apontados como a causa mais frequente em infec¢des invasivas
em pacientes imunodeprimidos, mas, apesar desses aspectos negativos, trata se de um

conjunto de micro-organismos extremamente versateis em termos metabolicos, (Geiser
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et al., 1996; Pelcsar et al., 1997; Magnoli et al.,1998). Além disso, muitas espécies de
Aspergillus sdo uteis do ponto de vista industrial, quer seja na producéo de antibioticos,
em fermentacdes industriais, na biotecnologia e na produgdo de enzimas comerciais

(Yokoyama et al., 2001; Abarca et al., 2009).

Existe um crescente nimero de informacGes sobre o uso desse género em
reacdOes de biotransformacdo visando modificacdes seletivas em estruturas de produtos
naturais e sintéticos, tais como flavonoides (Miyazawa et al., 2004), cumarinas
(Aguirre-Pranzon et al., 2011), lignanas (Miyazawa et al., 1993), esteroides (Al-Aboudi
et al., 2009) além de varias classes de terpenoides (Demyttenaere et al., 2000, Shen et
al., 2003; Arakawa et al., 2005). Em geral, fungos deste género tem realizado varios
tipos de reacdes, como desmetilacdes (Miyazawa et al., 2004), hidrélises (Demyttenaere
et al., 2000; Miyazawa et al., 2004), mas sobretudo oxidacbes (Aguirre-Pranzoni et

al.,2011; Keppler et al., 2005; Lamm et al., 2008; Miyazawa et al., 2003).

Outros micro-organismos também foram utilizados com sucesso em processos
de biotransformacéo para reproduzir o metabolismo de farmacos em mamiferos, entre
estes: Aspergillus alliaceus, Curvularia lunata, Beauveria bassiana, espécies de

Cunninghamella, Streptomyces e do género Pseudomonas (Venisetty & Ciddi, 2003).

1.6.1 Bactérias lacticas

Além da utilizacdo de fungos para avaliacdo da biotransformacéo de farmacos, o uso
de bactérias da microbiota intestinal também se torna uma ferramenta extremamente
atil, uma vez que xenobioticos, quando ingeridos, podem ser metabolizados por esses

micro-organismos.
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Bactérias lacticas, também conhecidas como probidticos, constituem um grande
grupo de bactérias produtoras de &cido lactico, como produto final do processo de
fermentagdo. Essas bactérias se encontram usualmente no intestino, que possui
condicBes apropriadas de crescimento das mesmas, sobretudo em torno da valvula

ileocecal (Faigle, 1993).

Estes micro-organismos pertencentes a microbiota gastrointestinal desenvolvem
fungdes importantes no local em que colonizam. Evidéncias indicam que a microbiota
intestinal regula a nossa fisiologia e metabolismo (Lahti et al. 2013) e dentre estas
funcbes destacam-se: a capacidade de impedir ou reduzir a multiplicagdo de micro-
organismos exodgenos que eventualmente penetrem no ecossistema digestivo;
capacidade de modular algumas caracteristicas da fisiologia digestiva, como a
imunidade da mucosa e a permeabilidade intestinal; capacidade de oferecer diversas
fontes energéticas e de vitaminas; capacidade de realizar reacdes metabolicas de
reducdo, hidrolise e ruptura de anéis heterociclicos, produzindo substancias menos
polares de baixo peso molecular (Sekirov et al., 2010).

Dados de 2005 apontam que existam no intestino mais de 800 espécies de
bactérias, entre elas as do género Bifidobacterium sp e Lactobacillus sp (Van der
Mooter & Kinget, 1995; Backhed et al., 2005). Dessas, cerca de 30 espécies pertencem
ao género Bifidobacterium, bactérias filogeneticamente agrupadas como actinomicetos
Gram-positivos (Sgorbati et al.,1995), e representam até 25% das bactérias fecais
cultivaveis em adultos e 80% em lactantes. Como agentes probioticos, as bifidobactérias
foram estudadas por sua eficacia na prevencéo e no tratamento de um amplo espectro de
transtornos gastrointestinais (Picard et al., 2005).

Os lactobacilos sdo utilizados em muitos produtos probidticos. Dentre as

espécies, destaca-se Lactobacillus acidophilus que propicia efeitos benéficos a saude
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como: modulacédo da atividade metabdlica de bactérias intestinais, prevencdo de diarréia
associada a antibidticos, preservacdo da integridade intestinal durante a radioterapia,
estimulacdo da resposta imune sistémica, aumento da biodisponibilidade do ferro e
producdo de substancias antimicrobianas (Mountzouris et al., 2009; Vaughan et al.,
1999).

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa que normalmente faz parte da
microbiota intestinal (Duriez et al., 2001). Biotransformacdes utilizando diferentes
cepas de E. coli revelaram a capacidade metabdlica dessa espécie frente as isoflavonas
daidzeina e genisteina (Hur et al., 2000). Outros autores constataram que a mesma
promove N-acetilacdo no farmaco celecoxibe (Srisailam e Veeresham, 2010). Diante
dessas caracteristicas, essa bactéria se torna uma 6tima opc¢ao para estudos direcionados

a biotransformacéo de farmacos.

Sabe-se que mais de 30 farmacos disponiveis no mercado sdo modificados pelas
bactérias intestinais (Sousa et al., 2008). E necesséario conhecer a influéncia que tal
microbiota exerce no metabolismo de todas as classes de farmacos a fim de ndo somente
revolucionar as estratégias terapéuticas para muitas doencas, mas também para garantir
a eficacia dos medicamentos. A acdo da microbiota sobre farmacos deveria integrar 0s
procedimentos para desenvolvimento de novos medicamentos (Sousa et al., 2008).
Alguns exemplos de farmacos metabolizados pela microbiota intestinal sdo o
cloranfenicol, protonsil, digoxina e a imipramina. Estes compostos chegam ao intestino,
onde sdo expostos a bactérias intestinais que podem catalisar uma grande variedade de
reacbes metabdlicas gerando substancias benéficas como, por exemplo, 0s
fitoestrogenos ou ainda compostos prejudiciais ou toxicos (Raimondi et al., 2009). Em
contraste com a predominancia do metabolismo oxidativo e conjugativo que ocorre na

mucosa do figado e do intestino, o metabolismo bacteriano € composto, em grande
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parte, por degradacdo hidrolitica e redutora com um grande potencial para a ativacdo
metabolica e de desintoxicacdo de xenobidticos, devido a produgdo de enzimas como -
glucosidases, B-glucurosidases, nitroredutases, sulfoxido-redutases, amida hidroxilases,

desaminases, acetiltransferases, - galactosidades, etc (llett et al., 1990).

1.7 Biotransformacéo de naftoquinonas

Através da analise de dados disponiveis na literatura pode-se perceber que existem
poucos estudos a respeito da biotransformacdo das naftoquinonas. Meselhy e
colaboradores (1994) realizaram a biotransformacéo da chiconina por bactérias isoladas
de fezes humanas, obtendo quatro produtos de biotransformacdo, sendo dois deles
oriundos da dimerizacdo do esqueleto da chiconina (Figura 18). Ainda neste trabalho, a
mesma naftoquinona foi biotransformada pela bactéria Bacteroides fragilis, originando

outros dois derivados estruturais (Figura 19).

OH O H oy
/ OH O \ o ©

Figura 18. Biotransformacdo da chiconina por bactérias intestinais (Meselhy et

al., 1994)
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Bacteroides fraailis O‘ e X

Figura 19.Biotransformacédo da chiconina por Bacteroides fragilis (Meselhy et

al., 1994)
Outro exemplo interessante foi a clivagem oxidativa realizada por Streptomyces

platensis NRRL 2364, capaz de formar um produto com rendimento de 65% (apos

purificacdo) apds 48 horas de reacédo (Figura 20) (Le Texier et al., 2001).

O
S @) S. platensis S o)
< <
N \ N \
HO @)

Figura 20. Clivagem oxidativa realizada por S.platensis (Le Texier et al., 2001).

Fosse e colaboradores (2004) demonstraram a biotransformacdo da naftoquinona

codificada por INO5042 por cepas do género Streptomyces. Este micro-organismo foi
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capaz de realizar a clivagem oxidativa do ndcleo quinoide com bons rendimentos

O
Streptomyces platensis ms 0 |
]
N \

0 OH COOH
S O _ |
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N OH COOH

o S O
=
N
Streptomyces cinnamonensis 0

Figura 21. Biotransformagéo da naftoquinona INO 5042 (Fosse et al., 2004).

reacionais (Figura 21).

Em outro trabalho, Medina e colaboradores (2005) demonstraram a reducdo néo
usual da naftoquinona 5-amino-8-hidroxi-1,4-naftoquinona por uma linhagem padréo de
Staphylococcus aureus ap0s 24 horas de incubacdo (Figura 22). Essa reacdo foi
inesperada, uma vez que até o presente momento, apenas reacfes de redugcdo na
carbonila, levando a formagdo de hidro- e semiquinonas, tinham sido reportadas para
esse micro-organismo. A reducdo da ligacdo dupla na posi¢cdo C,-C3 ndo havia sido

reportada nessa classe de compostos até o presente momento.

o OH O OH
‘O S.aureus
O NH2 O NH2

Figura 22. Biotransformacéo da 5-amino-8-hidroxi-1,4-naftoquinona (Medina et al.,

2005).
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O fungo Curvularia lunata, foi capaz de modificar o lapachol produzindo a dehidro-

a-lapachona (Otten & Rosazza, 1979), conforme estruturas da Figura 23.

Lapachol

Figura 23. Biotransformacao do lapachol por C.lunata (Otten & Rosazza, 1979).

Em nosso grupo de pesquisas temos exemplos de sucesso na biotransformacéo de
naftoquinonas. Silva e colaboradores (2014) obtiveram derivados do lapachol através da
biotransformagéo por culturas isoladas e mista de Bifidobacterium sp. e L.acidophillus

sendo um deles a dehidro-a-lapachona, descrita por Otten & Rosazza, 1979 (Figura 24)

Figura 24. Produtos de biotransformacdo do lapachol descritos por Silva e
colaboradores (2014).
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Otten & Rosazza (1978) realizaram um screening de diversos fungos para
verificacdo da capacidade dos mesmos em realizar a biotransformagéo do lapachol. Os
resultados obtidos mostraram que os fungos Penicillium notatum, Mucor mucedo e
C.echinulata foram capazes de promover a abertura do nucleo quinondide (clivagem
oxidativa) adicionando um grupamento &cido a sua estrutura, tornando-o mais polar que

seu material de partida, conforme mostrado na Figura 25.

OH

OH

Lapachol

Figura 25. Biotransformacao do lapachol descrita por Otten & Rosazza (1978).

Otten & Rosazza (1981), obtiveram outros trés derivados do lapachol, sendo um
deles glicosilados, a partir da biotransformacgdo com o fungo C.echinulata. Os derivados

obtidos estdo apresentados na Figura 26.
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Figura 26. Biotransformacdo do lapachol por C.echinulata (Otten & Rosazza,
1979).

HO.
OH

Em outros trabalhos do nosso grupo foram obtidos derivados da B-lapachona com

diferentes micro-organismos (Paludo, 2013 e Paludo et al., 2014), conforme Figura 27.

Figura 27. Produtos de biotransformagdo da P-lapachona descritos Paludo e
colaboradores (2014).
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Neste contexto, o objetivo central deste trabalho foi realizar os estudos de
biotransformacdo de naftoquinonas de estruturas quimicas diversificadas utilizando
fungos filamentosos, uma levedura probiodtica e bactérias intestinais e avaliar a

citotoxicidade dos derivados obtidos.
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Objetivos
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Realizar processos de biotransformacgéo de algumas naftoquinonas (Figura 28),
frente a diversas linhagens de fungos e culturas isoladas e mistas de bactérias do trato

gastrointestinal e avaliar a citotoxidade dos metabdlitos majoritarios produzidos.

Plumbagina
0] Menadiona

OH O
O
8
3
10
OH o
5-hidroxi-naftoquinona Vitamina K1

Figura 28. Estruturas quimicas das naftoquinonas selecionadas para os estudos de
biotransformacéo
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2.2 Objetivos especificos

Para esse prop0sito, 0s objetivos especificos do trabalho foram:

1. Determinar as condigdes para obten¢do de biomassa de duas linhagens de fungos
filamentosos;

2. Determinar as condicbes para o0 crescimento das bactérias do trato
gastrointestinal a serem avaliadas em culturas isoladas e mistas;

3. Determinar os valores de concentragdo inibitéria minima das naftoquinonas
frente aos micro-organismos a serem utilizados;

4. Desenvolver os processos de biotransformacdo das naftoquinonas em escala
analitica frente aos micro-organismos a serem avaliados;

5. Selecionar 0s processos mais promissores para cada substancia, mediante
avaliacdo dos perfis quimicos, para o desenvolvimento em escala ampliada;

6. Desenvolver os processos selecionados em escala ampliada;

7. lsolar os produtos de biotransformacgdo majoritarios;

8. Avaliar a atividade citotoxica dos produtos majoritarios obtidos.
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Material e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos utilizados

Procedimento gerais:

Balanca analitica digital (Ohaus).

Banho Ultrassénico (Unique)

Evaporador rotativo sob pressédo reduzida (Fisatom, modelo 801)

Evaporador rotativo sob presséo reduzida (Buichi)

Ultrapurificador de agua MiliQ (Millipore)

Destilador de agua

Evaporador centrifugo Speed vacuum (Thermo Coorporation)

Sistema de Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (DAD) e sistema controlador computadorizado com software Empower.
(Waters, modelo).

Sistema de Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (PDA) e sistema controlador computadorizado com software ClassVP
(Shimadzu, SPD-M20A).

Sistema de Cromatdgrafia liquida de alta eficiéncia com detector UV/VIS e
sistema controlador computadorizado com software LCSolution (Shimadzu,

SPD-20A).

Procedimentos microbiol6gicos:

Autoclave vertical (Phoenix, modelo AV)

Capela de fluxo laminar vertical (Pachane , modelo PCR T 2.5)
Estufa bacterioldgica .

Estufa de ar circulante BOD .

Microscopio Optico
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e Agitador tipo Vortex

e Cémara de anaerobiose (Don Whitley Scientific)

e Espectrofotémetro (Femto)

e Agitador magnético (Fisatom)

e Incubador rotativo (shaker) (Cientec, modelo CT713).

e Incubadora rotativo (shaker) (Tecnal)

3.2 Meios de cultura utilizados
Meios sélidos:

e Agar dextrose batata (PDA): 3,9% de meio PDA (Himedia) em agua destilada.

e Agar DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS): 6,72% Agar MRS (Oxoid), 2% inulina
grau alimenticio (Latec) em &gua destilada.

e Agar DeMan-Rogosa-Sharpe suplementado (MRS suplementado): 6,72% Agar
MRS (Oxoid), 2% inulina grau alimenticio (Latec) e 33,3% (baseado no peso
seco) de glicose (Synth) em agua destilada.

e Agar Miller Hinton (MH): 3,8% de Agar Mueller Hinton (Himedia) e 2%
inulina grau alimenticio (Latec) em agua destilada.

e Agar extrato de malte: 2,0% de extrato de malte (Himedia); 2,0% de glicose
(Synth); 0,1% de peptona (Himedia) e 1,8% de agar (Himedia) em agua
destilada.

e Agar aveia: 4,0 % de farinha de aveia em flocos finos (Quacker) e 1,8 % de agar

(Himedia) em &gua destilada.
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Meios liquidos:

Caldo DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS): 5,5% de Caldo MRS (Oxoid) e 2%
inulina grau alimenticio (Latec) em agua destilada.

Caldo DeMan-Rogosa-Sharpe suplementado (MRS suplementado): 5,5% de
Caldo MRS (Oxoid), 2% inulina grau alimenticio (Latec) e 33,3% (baseado no
peso seco) de glicose (Synth) em agua destilada.

Caldo Miller Hinton (MH): 2,1% de caldo Mueller Hinton (Himedia) e 2%
inulina grau alimenticio (Latec) em agua destilada.

Meio pré-fermentativo de Jackson (Jackson et al, 1993): 0,25% de p6 de milho
(Veranita), 1,0% de glicose (Synth), 1,0% de farinha de aveia (Quaker), 4,0% de
pasta de tomate (Quero), 1,0% de CaCl,. 2H,0 (Vetec) e 10,0 mL/L da solugéo
com tracos de elementos em &gua destilada.

Solugdo de elementos tracgos: 0,1% de FeSO,. 7H,O (Vetec), 0,1% de MnCl.,.
4H,0 (Vetec), 0,0025% de CuCl,. 2H,0 (Vetec), 0,01% de CaCl,. 2H,0
(Vetec), 0,056% de H3BO3; (Vetec), 0,0019% de (NH4)s.M00O,. 4H,0 (Vetec) e
0,02% de ZnS0O,. 7H,0 (Vetec) em agua destilada.

Meio Czapek: 3,0% de sacarose (Synth), 0,2% de NaNO; (Vetec), 0,1% de
K,HPO, (Vetec), 0,05% de MgSO,. 7H,O (Vetec), 0,05% de KCI (Vetec) e
0,001% de FeSO,. 7H,0 (Vetec).

Meio Czapek modificado: 1% de glicose (Synth), 0,2% de NaNOgj (Vetec),

0,1% de K,HPO, (Vetec), 0,05% de KCI (Vetec).

Todos os meios de cultura foram preparados com agua destilada ou ultrapurificada

(utilizada nas etapas fermentativas) e esterilizados em autoclave a 121°C, por 15

minutos.



3.3 Reagentes e solventes utilizados

Acetato de etila destilado

Acetona (Synth)

Acetona grau cromatogréafico (J.T.Baker)

Acetona deuterada (Sigma-Aldrich)

Acetonitrila grau cromatografico (Tedia e J.T.Baker)
Acetonitrila deuterada (Sigma-Aldrich)

Butanol (Synth)

Cloreto de Sadio (Vetec)

Cloroférmio (Synth)

Cloroférmio deuterado (Sigma-Aldrich)
Diclorometano (Synth)

Dimetilsulfoxido (Merck)

Etanol (Synth)

Glicerol (Synth)

Hexano (Synth)

Metanol destilado

Metanol grau cromatogréfico (J.T.Baker),

Penicilina (Sigma-Aldrich)

Sangue desfibrinado de carneiro (Biotério Rodrigues)
Sulfato de sddio anidro (Vetec)

Tween 80 (Synth)

46
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3.4 Obtencéo das naftoquinonas utilizadas como substratos

Todas as naftoquinonas utilizadas como substratos para as reagdes de
biotransformagdo foram adquiridas comercialmente da empresa Sigma-Aldrich e,
segundo laudo que as acompanham, possuem entre 96-98% de pureza. A Tabela 2,
mostra as estruturas e algumas propriedades fisico-quimicas das naftoquinonas
utilizadas no trabalho.

Tabela 2. Estruturas quimicas e propriedades fisico-quimicas das naftoquinonas
empregadas nos estudos de biotransformacéo.

NAFTOQUINONAS PROPRIEDADES

-Nome comercial:1,2-naftoquinona ou orto-naftoquinona
-Formula Molecular: C1oHgO»
-Massa molecular: 158,0368

-Aspecto: solido de coloracdo amarelo alaranjado

-Nome comercial:1,4-naftoquinona ou para-naftoquinona
-Férmula Molecular: C1oHgO>

-Massa molecular: 158,0368

-Aspecto: solido de coloragédo verde

1,4 -Naftoquinona
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Lausona

-Nome quimico: 2-hidroxi-1,4-naftoquinona
-Férmula Molecular: C19HgO3
-Massa molecular: 174,0317

-Aspecto: s6lido amorfo de coloracdo laranja intensa

CHj

-Nome quimico: 2-metil-1,4-naftoquinona
-Formula Molecular: C11HgO»
-Massa molecular: 172,0524

-Aspecto: solido cristalino amarelo

-Nome quimico: 2-metoxi-1,4-naftoquinona
-Formula Molecular: C11HgO3
-Massa molecular: 188,0473

-Aspecto: solido amorfo de coloracdo verde

CHs

-Nome quimico: 5-hidroxi- 2-metil-1,4-naftoquinona
-Formula Molecular: C11HgO3
-Massa molecular: 188,0473

-Aspecto: solido cristalino de coloracdo laranja intensa

5-hidroxi-naftoquinona

-Nome quimico: 5-hidroxi-1,4-naftoquinona
-Formula Molecular: C1oHgO3
-Massa molecular: 174,0317

-Aspecto: solido amorfo de coloragdo alaranjada
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Continuacdo da Tabela 2

Vitamina K1 ou fitomenadiona

-Nome quimico: 2-metil-3-fitil-1,4-naftoquinona
-Formula Molecular: C31Hs602
-Massa molecular: 450,707

-Aspecto: liquido de coloracdo amarelada

3.5 Avaliagéo da solubilidade dos substratos

Para estabelecer o padrdo de solubilidade das naftoquinonas deste trabalho nos
diferentes tipos de meio e solventes, foram realizados alguns testes de solubilidade em
pequenos tubos de ensaio transparentes nos quais foram adicionados 1 mg das
naftoquinonas utilizadas e em seguida 2 mL dos seguintes solventes: agua, meio de
cultura Czapek modificado, n-hexano, eéter etilico, acetato de etila, n-butanol,
diclorometano, acetonitrila, acetona e cloroférmio. Apés agitacdo dos respectivos tubos,
foi observado o grau de solubilidade das naftoquinonas. Este teste foi repetido, com o
previa solubilizacdo das naftquinonas em acetona antes da adicdo do solvente em cada

um dos tubos.
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3.6 Teste de extracdo dos substratos em diferentes solventes organicos

A anélise de dados da literatura aponta que as naftoquinona de uma forma geral
podem ser extraidas em solventes de diferentes tipos de polaridade. Sendo assim,
decidiu-se fazer um teste para a determinagdo do solvente que seria mais adequado para
ser empregado durante o processo de extragdo por parti¢do liquido-liquido dos extratos
de biotransformacéo.

Nesse teste foram preparados 10 mL de solucdo de cada naftoquinona em acetona
grau cromatografico (1mg de substrato/mL). O volume de 1 mL da solugdo preparada
foi adicionado a 5 tubos de ensaio contendo 10 mL de meio Koch’s K1 e 5 tubos de
ensaio contendo o mesmo volume de meio Czapek. Todos os tubos de ensaio
preparados foram incubados por 1 hora em incubadora shaker (120 rpm de rotacdo e
30°C), e em seguida, o conteudo dos mesmos foi extraido com 15 ml (trés extracdes
consecutivas de 5 mL/cada) de um dos solventes a seguir: n-hexano, cloroférmio,
diclorometano, éter etilico, acetato de etila e n-butanol. Em seguida, o volume de
solvente organico obtido foi seco com Na,SO, anidro e concentrado em evaporador
rotativo.

Foram preparadas amostras dos extratos preparados em acetonitrila na concentracdo
de Img/mL, para analise por CLAE-DAD, juntamente com os respectivos padrdes das
naftoquinonas preparados na mesma concentracdo das amostras. Essas analises foram
realizadas em um cromatografo Shimadzu® acoplado a um detector de arranjo de
diodos (DAD) com auxilio do software CLASS-VP. Foi utilizada coluna de fase reversa
C18 ( Kromasil® 100-5, 250x4,60 mm de diametro interno, tamanho de particula de 5
um, acoplada a uma coluna de guarda contendo com a mesma fase estacionaria) com
gradiente composto de acetonitrila e agua (iniciando com 30% de acetonitrila,

alcancando 100% de solvente organico em 30 minutos) e vazdo de 1mL/min. Os



o1

resultados desse teste foram obtidos através da relacdo dos valores das areas dos picos
correspondentes a naftoquinona analisada e dos extratos preparados nos diferente

solventes, em porcentagem.

3.7 Comparacéo de diferentes processos de extra¢do de naftoquinonas (resinas
poliméricas x extracdo liquido-liquido)

Este experimento foi realizado para comparar a eficiéncia de diferentes processos de
extracdo das naftoquinonas incubadas por 0 e 24 horas nos meios de cultura empregados
durante as reacdes de biotransformgdo (Czapek modificado, MH, MRS e MRS
suplementado). Para extracdo foram utilizados o processo de parti¢do liquido-liquido
dos meios de culturas contendo as naftoquinonas com acetato de etila e adsorgcéo por
resinas poliméricas XAD-4 e XAD-16.

Para o experimento com cada naftoquinona, foram preparados dois frascos tipo
Erlenmeyers (125 mL contendo 15 mL de volume) de cada um dos meios de cultura.
Foram preparadas solu¢Ges das naftoquinonas (0,19 de substrato por litro de meio de
cultura- solucédo de naftoquinona em acetona 1mg/mL), conforme a proporc¢éo utilizada
nos experimentos de biotransformacdo. Um volume de 1,5 mL da solucdo das
naftoquinonas preparadas foi adicionado nos respectivos frascos dos meios de cultura.
Para o experimento com cada naftoquinona, um grupo contendo um frasco de cada tipo
de meio de cultura foi mantido durante 10 minutos em incubadora shaker, a 30°C e
rotacdo de 120 rpm e outro grupo foi mantido sob incubacdo durante 24 horas.

Apos o devido periodo de incubacdo, para cada naftoquinona, um dos frascos de
cada meio de cultura, foi extraido com acetato de etila destilado (3 extracbes
consecutivas de 10 mL cada) e ao outro foram adicionados 2g de uma mistura de resinas

poliméricas do tipo XAD-4 e XAD-16 na proporcdo 1:1. Os frascos contendo resina
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foram novamente incubados durante 24 horas em incubadora shaker nas mesmas
condicBes anteriores e apos 24 horas de incubagdo, os mesmos foram filtrados a vacuo e
a cada um deles foram adicionados 20 ml de acetona. Apds agitacdo manual a resina foi
novamente filtrada a vacuo e o volume de solvente resultante dos processos extrativos
foi concentrado em evaporador rotativo.

Todos os extratos obtidos foram analisados por CLAE-DAD e a area do pico
correspondente a cada naftoquinona foi comparada a area do seu respectivo padrao de

concentragdo conhecida, a fim de mensurar a eficiéncia dos dois processos extrativos.

3.8 Avaliagéo da estabilidade das naftoquinonas nos meios de cultura utilizados

Para verificar a influéncia da &gua no comportamento das naftoquinonas inclusas no
trabalho, 1 mL de solugdes das mesmas (1lmg/mL), preparadas em acetona foram
adicionadas a tubos contendo 10 mL de cada um dos meios de cultura utilizados: MRS,
MRS suplementado, MH, Czapek modificado, além de agua. Essa mistura foi mantida
em mesa agitadora a 30°C durante 24 horas. Apés esse periodo o conteudo de cada
frasco foi submetido a particéo liquido-liquido com 9 ml de acetato de etila (3 extracdes
consecutivas de 3 ml/cada), e os respectivos extratos foram concentrados e analisados

por CLAE-DAD.

3.9 Micro-organismos utilizados nos processos de biotransformacéo

Os fungos filamentosos Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Cunninghamella
elegans ATCC 10028b, Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688a,
Aspergillus alliaceus ATCC10060 e Mucor rouxii NRRL 1894, foram adquiridos
comercialmente de cole¢des de culturas. As linhagens Cunninghamella elegans ATCC

9245 e Aspergillus niger NRRL 599 foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Igor
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Parshikov. Aspergillus niger, Aspergillus phoenicis, Aspergillus ochraceus e Rhizopus
stolonifer foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Jodo Atilio Jorge da FFCLRP.

A bactéria Escherichia coli ATCC 25922 também foi adquirida comercialmente
pela ATCC e as culturas das bactérias probioticas Lactobacillus acidophilus (FERM FD
DVS LA-5® - Probio-TecTM) , Bifidobacterium (FERM FD DVS BB 12®- Probio-
TecTM) e cultura lactica de cepas mistas contendo Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium sp. e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (FERM F DVS
ABT-4) foram adquiridas da empresa CHR Hansen, uma das responsaveis pelo
fornecimento de micro-organismos para as industrias alimenticias produtoras de
alimentos probidticos. A cultura de Saccharomyces boulardii foi obtida através do

conteldo liofilizado do medicamento Floratil®(Merck).

3.10 Preservacdo das culturas dos micro-organismos utilizados

A fim de assegurar as caracteristicas genéticas das espécies de fungos e bactérias
utilizados, foram preparados diferentes tipos de estoques de cada cultura microbiana,
em quantidade suficiente para a realizacdo de todos os experimentos deste trabalho,
assegurando assim que o trabalho utilize sempre micro-organismos de mesmo padréo
genético, o que assegura a reprodutibilidade dos experimentos realizados.

Para a confec¢do dos estoques das culturas fangicas, esses micro-organismos
foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura PDA, durante 7 dias em
incubadora (B.O.D) a 30°C. Apoés esse periodo foram retirados trés discos de agar de
aproximadamente 5 mm de didmetro contendo os micélios e conidios das respectivas
culturas , obtidos com o auxilio de tubos de transferéncia esterilizados (Transfertube®,
Sigma-Aldrich) e os mesmos foram transferidos para tubos criogénicos de polipropileno
com 2 mL de capacidade, contendo 1,5 mL de agua destilada estéril. Apds adicdo dos

discos de micélio, esses tubos foram vedados com pelicula aderente flexivel e mantidos
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sob refrigeracdo (4°C). Foram preparados também estoques das mesmas culturas em
glicerol. Para isso foram preparadas culturas dos respectivos fungos, em tubos de ensaio
contendo 30ml de meio PDA cultivadas durante 7 dias em estufa do tipo B.O.D. a 30°C.
Apos esse periodo, a cada tubo de cultura foram adicionados 5 mL de solugdo aquosa de
glicerol a 60%, seguida da raspagem mecanica dos conidios produzidos. Essa suspensdo
foi aliquotada em tubos criogénicos de 2 ml, contendo 1,5 mL de suspensdo de conidios
em cada tubo, aos quais foram vedados e armazenados em freezer (-20°C).

Além disso, foram preparadas culturas dos fungos em tubos de meio PDA para
serem armazenados em temperatura ambiente. Periodicamente eram adicionadas fragoes
de &gua destilada aos tubos para manter a umidade e evitar a desidratagdo dos meios de
cultura.

Os estoques das culturas das bactérias probidticas de L.acidophilus foram
preparados em tubos criogénicos contendo caldo MRS suplementado com 33,3% de
glicose (peso seco) acrescido de L-cisteina/HCI (0,05%) e 20% v/v de glicerol. Para a
bactéria Bifidobacterium sp, foi adotado o0 mesmo procedimento, sendo que nesse caso
foi utilizado o caldo MRS tradicional sem suplementacdo. Para a cultura mista nédo
foram preparados estoques, visto que a bactéria S. salivarius perde a viabilidade em
estoque, sendo que no mesmo SO prevalecem as bactérias Bifidobacterium sp. e L.
acidophilus. Sendo assim, 0s experimentos com a cultura mista foram feitos a partir da
fonte original das culturas, fornecida pela empresa CHR Hansen. Os estoques da

linhagem de E.coli foram preparados em meio MH contendo 40% de glicerol.
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3.11Cuidados adotados durante os procedimentos realizados envolvendo as
naftoquinonas e seus derivados

A fim de evitar problemas com o comportamento quimico das naftoquinonas
utilizadas como material de partida e de seus derivados, alguns cuidados especificos
foram empregados durante os procedimentos experimentais. A maioria dos
procedimentos foi realizada em area de trabalho equipada com lampadas de luz amarela
ao invés das lampadas tradicionais, para evitar a possivel fotodegradacdo das amostras.
Além disso, durante todos os processos, sobretudo durante o uso dos evaporadores
rotativos para concentrar extratos, evitou-se trabalhar com temperaturas além dos 40°C,
o que foi monitorado através da insercdo de um termdmetro no banho de aquecimento
do equipamento. Outra preocupagéo era quanto ao tempo de contato entre os solventes e
as amostras em questdo. Para a eliminagdo desses solventes nas amostras, sobretudo nas
que apresentavam dificil secagem, optou-se por utilizar sistema de secagem com
nitrogénio, que por ser um gas inerte, seca as amostras rapidamente sem degrada-las ou
ainda através do uso de evaporadores centrifugos, sem aplicar temperatura no mesmo.
Os processos microbiologicos em capela de fluxo laminar foram executados sem o
emprego da luz do equipamento, uma vez que a mesma poderia propiciar a ocorréncia
de modificacOes indesejadas a essa classe de compostos. Em ocasifes gerais, onde era
necessario o contato das amostras com a luz ambiente, todas as amostras e extratos
contendo as naftoquinonas foram cuidadosamente protegidos com papel- aluminio para
evitar a acdo da luz. Todas as amostras foram condicionadas em refrigeradores enquanto
ndo eram manipuladas e ap0s preparadas e secas, foram acondicionadas em freezer (-

20°C).
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3.12 Estudos sobre as condicGes de cultivo dos fungos filamentosos para os
procedimentos de biotransformacao

3.12.1 Padronizacéo da producéo de esporos

Para a padronizacdo da producdo de esporos, os fungos filamentosos foram
cultivados em tubos de ensaio contendo 10 mL dos seguintes meios de cultura: 1- meio
aveia-agar, 2- meio extrato de malte e 3- agar dextrose batata. As culturas foram entdo
incubadas em diferentes periodos de tempo (7, 10 e 14 dias) em estufa BOD e ap6s o
término do periodo de incubacdo foram adicionados 5,0 mL de solucdo aquosa estéril de
Tween 80 a 2 % a cada tubo de ensaio. Em seguida, foi efetuada a contagem (triplicata)
do nimero de conidios presentes nas suspensées em microscopio ptico com auxilio de
uma camara de Neubauer. Para a producdo da biomassa em meio pré-fermentativo foi
selecionado 0 meio de cultura e o tempo de incubagdo em que o fungo produziu a maior

quantidade de esporos.

3.12.2 Padronizacéo da producéo de biomassa em meio pré-fermentativo

Para a producdo da biomassa dos fungos filamentosos em meio pré-fermentativo
de Jackson, esses micro-organismos foram cultivados em tubos de ensaio seguindo as
condi¢cbes previamente estabelecidas. Para cada fungo, ao final do periodo de
incubacdo, foram adicionados 5 mL de &gua destilada estéril em cada tubo preparado e
feita a raspagem mecéanica dos conidios e micélios presentes na superficie do agar com
auxilio de uma agulha microbioldgica. Em seguida, o volume das suspensdes dos tubos
foi filtrado utilizando um pedaco de gaze estéril e transferido para um frasco estéril com
tampa, visando uniformizar o inéculo preparado. Procedeu-se entdo a contagem do

nimero de esporos presentes na suspensao preparada.
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Em seguida, o volume de suspensdo correspondente a 1x10° esporos, foi
transferido para quinze frascos Erlenmeyers (250 mL) contendo 50 mL do meio descrito
por Jackson e colaboradores (1993). Todas as culturas foram desenvolvidas em mesa
incubadora tipo shaker, com rotacdo de 120 rpm a 30°C, e a cada 24 horas trés unidades
de cada um dos diferentes meios utilizados, foram retiradas e filtradas em funil de
Buchner e as massas miceliais obtidas foram reservadas até completa secagem. Apés
esse processo, 0 peso das biomassas foi aferido em balanca semi-analitica e os valores
obtidos foram utilizados para a constru¢cdo de uma curva de crescimento pré-
fermentativa. Essa analise foi fundamental para selecionar o tipo de meio e o tempo que
cada fungo deve permanecer nessa etapa de desenvolvimento, chamada etapa pré-
fermentativa, antes de ser transferido para o meio fermentativo, onde ocorrerdo as

reacOes de biotransformagao.

3.12.3 Producéo de biomassa em etapa fermentativa

A fim de certificar-se do perfil de crescimento dos fungos nessa nova etapa de
cultivo e estabelecer o tempo em que cada micro-organismo inicia sua fase estacionaria,
decidiu-se verificar o crescimento diario dos fungos filamentosos no meio selecionado
para a etapa fermentativa, Czapek modificado.

Inicialmente, foram cultivadas 60 unidades de meio pré-fermentativo sob as
condigcbes previamente estabelecidas (etapa pre-fermentativa). As massas miceliais
obtidas foram entdo filtradas a vacuo e transferidas para 15 Erlenmeyers de 500 mL de
capacidade, contendo 100 mL de cada um dos quatro tipos de meios fermentativos
avaliados. As culturas foram desenvolvidas a 30° C durante 6 dias. Durante esse
periodo, a cada 24 horas, trés unidades de cada um dos meios utilizados, foram retiradas

e filtradas em funil de Buchner. Apds completa secagem, as massas miceliais
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produzidas tiveram suas massas aferidas em balanca semi-analitica. A média da
biomassa produzida diariamente por trés unidades de cada tipo de meio de cultura
empregado foi utilizada para a construcdo de uma curva de crescimento diaria dos
fungos nessa etapa do processo. Assim pode-se estabelecer o periodo selecionado para

adicéo dos substratos nas reacdes de biotransformacéo.

3.13 Estudo sobre as condi¢bes de cultivo das bactérias probioticas para os
procedimentos de biotransformacao

A fim de estabelecer as condi¢des de cultivo adequadas para as bactérias
durante os estudos de biotransformacdo, foram realizados experimentos para
determinar o perfil de crescimento (curvas de crescimento) desses micro-organismos.
Para isso, as culturas das bactérias probiéticas foram inicialmente cultivadas em caldo
MRS acrescido de L- cisteina/HCI (0,05%) para a bactéria Bifidobacterium sp.e do
mesmo meio com suplementacdo de 33,3% (em relacdo ao peso seco do meio de
cultura) de glicose para as bactérias L.acidophilus e cultura mista. Todas as culturas
foram incubadas a 37°C, em camara de anaerobiose (atmosfera de 85% de nitrogénio,
10% de diéxido de carbono e 5% de gas hidrogénio) durante 72 horas. Apds esse
periodo, aliquotas dessas culturas foram retiradas e depositadas em placas contendo
meio agar MRS com L-cisteina (0,05%) e também suplementado com glicose para a
cultura mista e a bactéria L.acidophilus, conforme descrito anteriormente. As placas
foram incubadas em camara de anaerobiose a 37°C por 72 horas. Para a bactéria E. coli,
0 mesmo procedimento foi realizado, porém, neste caso, 0 meio MH (caldo e &gar) foi
utilizado. A incubacéo dessas culturas foi realizada a 37°C por 24 horas sob atmosfera

aerdbia e anaerdbia.
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Para a quantificacdo do in6culo bacteriano foi realizada uma padronizacdo em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 625nm. Apds o crescimento em placas
de &gar, colbnias das respectivas bactérias foram transferidas para tubos contendo caldo
(MRS ou MH, conforme necessidade do micro-organismo utilizado), e estes foram
homogeneizados e a leitura da turbidez foi realizada em espectrofotdmetro. Em seguida
foram realizadas dilui¢Ges seriadas dos caldos preparados em solugdo salina e 10uL de
cada diluicdo foram transferidos para placas de Petri contendo o meio de cultura
(contendo agar) adequado ao seu crescimento. Essas placas foram novamente incubadas
em camara de anaerobiose para que, ap6s o periodo de crescimento, fosse realizada a
contagem das unidades formadoras de colénia (UFC). A partir das leituras das dilui¢des
realizadas e das correlagfes dessas com o nimero de colénias formadas, foi possivel
estipular a absorbancia que o in6culo de cada bactéria deveria apresentar para que
pudesse corresponder a aproximadamente 10’UFC/mL, ideal para os experimentos
realizados. Como branco, para zerar o espectrofotdmetro, foi utilizado o meio de cultura
adequado para cada bactéria, sem nenhum inoculo.

Para a elaboracdo das curvas de crescimento das bactérias, foram preparados
inculos contendo 10’UFC/mL, conforme absorbancia determinada anteriormente. Dos
inoculos preparados, foi retirado 1 mL para ser adicionado em cada um dos 16
Erlenmeyers de 125 mL de capacidade contendo 30 mL do caldo de cultura MRS ou
MH, dependendo do micro-organismo utilizado (concentracao final no caldo de cultura
10° UFC/mL) . Aliquotas das culturas foram retiradas nos tempos de 0, 3, 6, 9, 12, 15,
18, 21, 24, 30, 36, 48, 54, 60, 66 e 72 horas, inoculadas em placa de agar e incubadas
adequadamente, para posterior enumeracao das células viaveis formadas. Assim pode-se

estabelecer o momento em que cada um desses micro-organismos alcanca e fase
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estacionéria e o tempo em que permanecem nela, antes de entrarem nas fases de

declinio e morte.

3.14 Toxicidade dos substratos frente aos micro-organismos

Para a determinacdo das concentracdes seguras das naftoquinonas a serem
utilizadas durante os processos de biotransformacdo com diferentes micro-organismos
evitando a morte celular ou ainda a inibicdo dos mesmos, foram realizados ensaios
antimicrobianos utilizando o método de microdiluicdo em microplaca, de acordo com a
metodologia preconizada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLYS), atualmente denominado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
com adaptacdes (CLSI, 2008; CLSI, 2007).

Para isso, 0s micro-organismos utilizados foram cultivados previamente nos
meios semi-sélidos que propiciam seu crescimento adequado, conforme padronizagéo
descrita nos 3.12.1 e 3.13. Para a realizagdo dos ensaios de microdiluicdo em
microplacas tentou-se mimetizar as condi¢cdes experimentais dos processos de
biotransformacdo no que diz respeito a0 meio de cultura e tamanho de inoculo
utilizados. Para isso 0 meio de cultura utilizado no ensaio com as bactérias probidticas
foi o caldo MRS (com suplementacéo de glicose para L. acidophilus e cultura mista) e
para E. coli foi o caldo MH, sendo o tamanho do inéculo de 10° UFC/mL em todos os
casos. Para os fungos propostos, foi utilizado o meio de cultura Czapek modificado, e 0
inoculo preparado foi de 5x10° conidios/mL.

As concentracdes testadas de cada naftoquinona variaram de 400 a 0,195 pg/mL
por meio de diluicdo seriada. Para isso, para cada uma das substancias, 1 mg de sua
massa foi dissolvido em 125 pL de acetona sendo essa solucdo denominada “solugdo

mae” (8000 pg/mL). Posteriormente, 20 pL. da “solucdo mae” foram diluidos em 80 pL
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do caldo de cultivo utilizado, sendo essa solugdo denominada “solugdo 1”7 (1600
pg/mL). Entdo, os 100 pL da solugdo 1 preparados foram colocados no primeiro pogo
para iniciar a dilui¢do seriada, em que cada poco da fileira ja continha 100 pL de meio
de cultura, sendo que a concentragédo do primeiro ficava em 800 pg/mL. Depois de
proceder com a dilui¢do seriada, foram adicionados em cada pogo 80uL de caldo e 20
puL de inodculo, diluindo a concentragdo de cada pogo pela metade, ficando a
concentragdo final do primeiro poco igual a 400 pg/mL.

Foram feitos controles de esterilidade dos meios de cultivo, de viabilidade do
indculo na presenca de 1% de acetona, sendo esta a concentragdo final do diluente nas
amostras, de esterilidade das naftoquinonas, de viabilidade do inoculo sem acetona e
também controles positivos (variagdo 5,9 a 0,0028 ug/mL), utilizando miconazol para
os fungos, penicilina para as bactérias probidticas e estreptomicina para a bactéria E.
coli. A visualizagdo do crescimento microbiano foi realizada através da observagéo
visual da turbidez dos pogos da placa do ensaio em comparagdo com 0s pogos dos
controles positivo e negativo do experimento. Optou-se por n&do utilizar indicadores de
viabilidade celular no ensaio (exemplo, rezasurina), uma vez que a coloracdo forte
apresentada pelas proprias quinonas dificulta a leitura do resultado.

A partir desse ensaio pode-se estabelecer-se as concentracdes adequadas dos
substratos nos experimentos de biotransformacdo. A Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) ¢é definida como a menor concentracdo das amostras em que ndo houve
crescimento bacteriano visivel. Para realizacdo da CBM foi retirada aliquotas de 1uL de
cada poco das placas de 96 pocos, anteriormente descritas para a determinacgédo da CIM,
e inoculadas em placas de Petri contendo agar. Esta técnica permitiu saber se as
substancias avaliadas nos ensaios antimicrobianos atuaram com acdo fungicida

(causando a morte dos fungos) ou acao fungiestatica (inibindo o crescimento fangico).
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3.15 Verificacdo da influéncia da presenca das naftoquinonas no perfil de
crescimento dos micro-organismos

Para verificar a influéncia da presenca das naftoquinonas no crescimento dos
micro-organismos, foram realizadas novas curvas de crescimento para a bactéria E. coli
e o fungo C. elegans na presenca dos substratos menadiona e 1,2-naftoquinona. Para
isso, foram realizados os mesmos procedimentos de padronizacdo do crescimento dos
micro-organismos descrito nos 3.12.1 e 3.13, porém junto a inocula¢do dos meios de
cultura com os micro-organismos foi adicionado também 1 mL da solucéo de substrato
em acetona (3mg/mL). A medida de biomassa micelial ou contagem do nimero de
células bacterianas foi feita da mesma forma descrita para as curvas de crescimento

elaboradas anteriormente sem a presenca das naftoquinonas.

3.16 Biotransformacdo de naftoquinonas por bactérias do trato
gastrointestinal
3.16.1 Biotransformagoes por E.coli.

Os experimentos com a bactéria E.coli foram incubados em estufa
microbiologica e a etapa de biotransformacéo foi realizada em incubadora shaker, em
temperatura de 37 °C. Para a realizacdo dos processos de biotransformacdo, uma
aliquota de cultura estogue dessa bactéria foi transferida para tubo de ensaio contendo
meio MH e mantida incubada durante 24 horas para reativacdo das células microbianas
presentes. Ap0s o requerido tempo, aliquotas da nova cultura foram inoculadas em
Placas de Petri contendo meio MH &gar (repique por esgotamento visando a obtencéo
de coldnias isoladas), que também foram mantidas incubadas durante 24 horas. A partir
das coldnias formadas pela bactéria foi preparado um inéculo de 10° UFC/mL em meio

MH (turbidimetria), com auxilio de um espectrofotébmetro de UV (leitura em 625 nm).
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O volume de 1 ml do indculo preparado foi transferido para Erlenmeyers de 125 mL
contendo 30 mL de caldo MH. As bactérias foram cultivadas sob agitacdo por 12 horas,
quando atingem entdo a fase estacionaria de crescimento, conforme estabelecido. Nesse
ponto foi adicionado as culturas 1 mL de uma solucdo de substrato preparada em
acetona na concentracdo de 3mg/mL. As reacOes de biotransformagao foram monitorada
por 6,12,18, 24 e 48 horas, e para isso, em cada um desses tempos, um frasco foi
retirado da camara de incubacéo, transferido para um tubo tipo Falcon e o volume
presente foi centrifugado durante quatro minutos a 4000 rpm, sob refrigeragéo de 15 °C.
ApOs esse processo, 0s sobrenadantes foram reservados para extracao liquido-liquido e
a massa celular residual resultante desse processo (“pellet”) foi lavada com agua

destilada, centrifugada novamente, e separada para posterior extragéo.

3.16.2 Biotransformagdes por Bifidobacterium sp.

Todos os procedimentos de cultivo e biotransformagdo empregando
Bifidobacterium sp. foram realizados em cdmara de anaerobiose (atmosfera controlada
contendo 85% de nitrogénio, 10% de dioxido de carbono e 5% de gas hidrogénio), em
temperatura de 37 °C. Para a realizacdo dos processos de biotransformacdo, uma
aliquota de cultura estogue dessa bactéria foi transferida para tubo de ensaio contendo
meio MRS e mantida incubada durante 24 horas para reativacao das células microbianas
presentes. Apos o requerido tempo, aliquotas da nova cultura foram inoculadas em
Placas de Petri contendo meio MRS &gar que também foram mantidas incubadas
durante 72 horas.

A partir das col6nias formadas pela bactéria nas placas, foi preparado um
inéculo de 10° UFC/mL em meio MRS (turbidimetria), com auxilio de um

espectrofotébmetro (leitura em 625 nm). O volume de 1 ml do inéculo preparado foi
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transferido para Erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de caldo MRS. As bactérias
foram cultivadas sob agitacdo, com auxilio de barra magnética estéril, por 36 horas,
quando atingem entéo a fase estacionaria de crescimento, conforme estabelecido. Nesse
ponto foi adicionado as culturas 1 mL de solucdo de substrato preparada em acetona na
concentracdo de 3mg/mL. A reacdo de biotransformacéo foi monitorada por 6,12,18, 24
e 48 horas, e para isso, em cada um desses tempos, um frasco foi retirado da camara de
incubacao, transferido para um tubo tipo Falcon e o volume presente foi centrifugado
durante quatro minutos a 4000 rpm, sob refrigeracdo de 15 °C. Apds esse processo, 0S

sobrenadantes foram reservados para extracdo liquido-liquido.

3.16.3 Biotransformagdes por L.acidophilus.

Da mesma forma descrita anteriormente, todos os procedimentos incubagéo
foram realizado em camara de anaerobiose a 37 °C. Para a realizacdo dos processos de
biotransformacdo, uma aliquota de cultura estoque dessa bactéria foi transferida para
tubo de ensaio contendo meio MRS suplementado e mantida incubada durante 24 horas.
Apos a reativacdo, aliquotas da nova cultura foram inoculadas em Placas de Petri
contendo agar MRS suplementado e mantidas incubadas durante 72 horas. Apds esse
periodo de crescimento foi preparado o inéculo de 10° UFC/mL em meio MRS
suplementado assim como descrito anteriormente.

O volume de 1 ml do indculo preparado foi transferido para Erlenmeyers de 125
mL contendo 30 mL de caldo MRS suplementado. As bactérias foram cultivadas sob
agitacdo por 12 horas (fase estacionaria de crescimento), conforme estabelecido,
seguida da adicao da solucdo de substrato em acetona na concentracdo de 3mg/mL e a
reacdo foi monitorada por 6,12,18, 24 e 48 horas, da mesma forma descrito

anteriormente.
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3.16.4 Biotransformagdes em culturas mistas

O experimento realizado com culturas mistas das bactérias probidticas foi feito
através do preparo dos inoculos individuais de L. acidophilus, Bifidobacterium sp. e E.
coli, misturados durante o experimento. Ambos foram incubados em camara de
anaerobiose a 37 °C.

Para a realizacdo do experimento iniciou-se pela ativacdo das culturas de
Bifidobacterium sp., L.acidophilus e E.coli, em seus respectivos meios de cultura. Apos
24 horas, aliquotas do caldo de reativacdo foram transferidas para placas contendo o
meio sélido mais adequado para o crescimento de cada uma das espécies. Apds 0
devido periodo de incubacdo, foram preparados, individualmente, os inéculos contendo
10° UFC/mL de cada micro-organismo. O volume de 1 mL de cada um desses in6culos
foi transferido para Erlenmeyers de 125 mL contendo 30 mL de caldo MRS
suplementado. Essas culturas foram incubadas por 18 horas (fase estacionaria de
crescimento) e entdo foi adicionado 1 mL de uma solucdo de substrato preparada em
acetona na concentracdo de 3mg/mL as culturas e a reacdo foi monitorada por 6,12,18,

24 e 48 horas.

3.16.5 Biotransformacdes em meio sélido

A bactéria E.coli foi selecionada para ser utilizada nos experimentos de
biotransformacdo em meio sélido, juntamente com as naftoquinonas menadiona e
lausona metoxilada. Para isso as culturas estocadas dessa bactéria foram reativadas e
ap6s 24 horas de incubagao, 20 puL do caldo inoculado foi transferido para placas de
agar MH suplementado (5 placas de tamanho médio) mantidas incubadas por 24 horas

em estufa a 37°C.
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Apos esse periodo, col6nias de E.coli foram transferidas para um frasco do tipo
Erlenmeyer contendo 50 ml de caldo MH suplementado em cada. Foram realizadas
diluicdes do caldo inoculado a fim adequar a concentragdo celular correspondente a
aproximadamente 10° UFC/mL. Aliquotas de 1 mL do inéculo preparado foram
adicionadas a frascos Erlenmeyers contendo 50 mL de agar MH suplementado ainda em
estado liquido (temperatura de 35-40°C), apds homogeneizacdo esse conteldo foi
transferido para placas de Petri grandes contendo 1 mL de solugdo de substrato a ser
utilizado na reacdo de biotransformacgédo. Todo o volume da placa foi homogeneizado
em movimentos circulares (forma de 8). Apos completa solidificacdo, as placas foram
incubadas em estufa a 37°C durante 72 horas. Nesse periodo, a cada 24 horas, uma das
placas era retirada, e 0 meio de cultura presente foi picado em pedacos pequenos e
transferidos para frascos tipo Erlenmeyers. Em seguida a cada um desses frascos, foi
adicionado 50 mL de acetato de etila, permanecendo em maceracdo durante 24 horas.
Apos esse periodo, essa mistura foi filtrada e o processo de extracdo repetido por outras
duas vezes. O volume de solvente utilizado foi entdo reduzido em evaporador rotativo

gerando os extratos de biotransformacéao que foram analisados por CLAE-DAD.

3.17 Biotransformacéo de naftoquinonas por fungos filamentosos

Para iniciar os experimentos de biotransformacdo, esses micro-organismos
foram previamente inoculados nos meios de cultura e condi¢bes adequados para a
producéo de conidios conforme padronizagdo descrita 3.12. Apos o referido periodo de
incubacao foi preparada uma suspensdo conidios desses micro-organismos cujo numero
de células foi estabelecido através da contagem das mesmas em microscopio ético com
auxilio de uma cémara de Neubauer. Em seguida, o volume de suspensao

correspondente a 1x10° esporos, foi transferido para dez frascos Erlenmeyers (250 mL)
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contendo 50 mL de meio pré-fermentativo descrito por Jackson e colaboradores (1993).
Todas as culturas foram desenvolvidas nesse meio pelo tempo estabelecido e entéo
transferidas para o meio de cultura Czapek modificado, onde permaneceram até inicio
da fase estacionaria, e entdo foi adicionada a solucdo de substrato para a reacdo de
biotransformacdo. A incubacdo foi feita em mesa incubadora tipo shaker, com rotacédo
de 120 rpm a 30°C, e a cada 24 horas um dos frascos era retirado e seu conteudo filtrado
em funil de Buchner. O caldo resultante desse processo foi reservado para a extragao e
as respectivas massas miceliais foram lavadas com agua destilada e congeladas para o

preparo dos extratos celulares.

3.18 Biotransformacdo de naftoquinonas pelo fungo leveduriforme
S.boulardii

Os experimentos de biotransformacdo empregando essa levedura foram
realizados em meio liquido e meio sdlido, para as naftoquinonas que apresentaram
melhores resultados nos experimentos anteriormente realizados, sendo elas: menadiona,
lausona metoxilada, plumbagina e vitamina K1.

Nesse caso, uma capsula do produto farmacéutico Floratil, constituido por
células liofilizadas da levedura S.boulardii (utilizado como medicamento para reposi¢cdo
de flora e comercializado livremente em farmacias), foi desinfetada em solucdo de
hipoclorito e aberta de forma asseptica para liberacdo do conteudo em um frasco tipo
Erlenmeyer contendo 50 ml de meio para leveduras. Em seguida esse frasco foi mantido

incubado em shaker durante 12 horas.

3.18.1 Biotransformagdes em meio liquido
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Para cada naftoquinona, aliquotas de 1 mL do in6culo previamente preparado
foram adicionadas a 3 frascos tipo Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio
caldo para a levedura . Em seguida, em cada um dos frascos foi adicionado também 1,7
mL de solucdo do substrato em acetona (3mg/mL) e todos eles foram incubados em
shaker durante 72 horas. Nesse periodo, a cada 24 horas, um dos frascos foi retirado e o
contetdo dos mesmos foi transferido para tubo falcon e centrifugado a 4000rpm durante
4 minutos a15°C. O volume de sobrenadante obtido foi extraido com acetato de etila (3
extragdes consecutivas de 50 ml) e o precipitado (“pellet””) remanescente foi separado
para preparo do extrato celular. O volume de solvente utilizado foi entdo reduzido em
evaporador rotativo gerando os extratos de biotransformacdo que foram analisados por

CLAE-DAD.

3.18.2 Biotransformacdes em meio solido

Aliguotas de 1 mL do inbculo previamente preparado foram adicionadas a
frascos tipo Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio agar para levedura ainda
em estado liquido (temperatura mantida em torno de 40°C). O conteldo de cada um
desses frascos foi vertido para placas de Petri grandes contendo 1,7 mL de solugéo dos
substratos em acetona (3mg/mL) . Apo6s completa solidificacdo, as placas foram
incubadas em estufa a 37°C, durante 72 horas. Nesse periodo, a cada 24 horas, uma das
placas era retirada, e 0 meio de cultura era picado em pedagos pequenos, transferidos
para Erlenmeyers e mantidos maceracdo de acetato de etila por 24 horas. Apos esse
periodo, essa mistura foi filtrada e extraida outras duas vezes com o mesmo solvente
durante 2 horas cada uma. O volume de solvente utilizado foi entdo reduzido em
evaporador rotativo gerando os extratos de biotransformacdo que foram analisados por

CLAE-DAD.
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3.19 Biotransformacdes em fase exponencial

Para verificar a influéncia da fase de crescimento do micro-organismo em que é
adicionado o substrato da reacdo de biotransformacdo, repetiu-se o experimento de
biotransformacdo da 1,2-naftoquinona e da menadiona pelo fungo C.elegans ATCC
10028b e pela bactéria E.coli , onde a adicdo dos substratos foi feita durante a fase
exponencial de desenvolvimento desses micro-organismos.

No experimento realizado com a bactéria E. coli, 1 mL de solugdo em acetona
das naftoquinonas selecionadas (3mg/mL) foi adicionado a culturas de E. coli duas
horas depois do inoculo desta bactéria no meio fermentativo MH. Aliquotas foram
retiradas apds 12 e 24 horas de incubacdo dos substratos. No experimento com o fungo
C.elegans, a solucdo de substrato foi adicionada as culturas logo ap6s transferéncia da
biomassa deste micro-organismo em meio pré-fermentativo para 0 meio fermentativo
Czapek modificado. Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas durante 3 dias, extraidas
por particdo liquido-liquido com acetato de etila e analisadas por CLAE-DAD.

A viabilidade dos micro-organismos foi monitorada durante todo o processo por
meio da inoculacdo de aliquotas das respectivas culturas em placas de petri contendo 0s
meios de cultura MH para o experimento com a bactéria E.coli ou PDA para o fungo

C.elegans.

3.20 Preparo dos controles experimentais
Todos os experimentos de biotransformacéo realizados foram acompanhados
dos seguintes tipos de controles:
e Controle de micro-organismo: Composto pelo meio de cultura, indculo do
micro-organismo utilizado e volume de solvente (acetona) igual ao adicionado

nos frascos das reacgdes de biotransformacao.
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e Controle de substrato: Meio de cultura sem indculo contendo solucdo de
substrato em acetona.

e Controle de meio de cultura: Meio de cultura sem inoculo contendo e volume
de solvente (acetona) igual ao adicionado nos frascos das reacOes de
biotransformacao.

e Controle tempo zero: Meio de cultura sem inoculo ao qual a solu¢do de
substrato em acetona é adicionada e imediatamente extraida sem haver periodo

de incubacéo. Serve como controle de extracdo dos substratos.

3.21 Preparo e andlise dos extratos obtidos através dos processos de
biotransformacéo

Apos o término dos periodos de incubacdo das reacdes de biotransformacédo, os
caldos das culturas foram submetidos a particdo com 50 mL de acetato de etila destilado
(3 extracdes consecutivas). O volume resultante desse solvente foi entdo concentrado
em evaporador rotativo para obtencdo dos respectivos extratos. Os extratos dos
processos de biotransformacéo, incluindo os extratos controles, foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia nos seguintes equipamentos: Cromatdgrafo
Shimadzu® acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD) com auxilio do
software CLASS-VP e cromatografo Waters® também acoplado a um detector de
arranjo de diodos (DAD), com auxilio do software Empower. Durante as analises, foi
utilizada dois tipos de colunas cromatograficas: coluna de fase reversa C18 ( Kromasil®
100-5, 250x4,60 mm de didmetro interno, tamanho de particula de 5 um, acoplada a
uma coluna de guarda com a mesma fase estacionaria e coluna Synergi Polar-RP
(Phenomenex®, Sum, 4,6 X 250 mm). Os valores das &reas referente aos picos dos
materiais de partida em cada extrato foram utilizados para a contrucdo de uma curva

para verificar o perfil de consumo do substrato no periodo de tempo monitorado.
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As analises cromatograficas iniciaram com a inje¢do de 20 uL. de uma solugdo do
substrato na concentracdo de 1 mg/mL, seguidos das anélises dos extratos obtidos. Para
a realizacdo dessas analises, foi utilizado como fase movel um sistema de elui¢do
gradiente de acetonitrila e 4gua com vazdo de 0,8 mL/min. As amostras analisadas
também foram preparadas na concentracdo de 1mg/mL (solubilizadas em ACN) e
centrifugadas por 5 minutos antes da injegdo. Apods esse procedimento, 20 ulL dessas
solugdes foram injetadas no cromatografo e o valor da area do pico referente a
naftoquinona presente em extrato foi utilizado para verificar a eficiéncia do micro-

organismo em promover a conversao dos metabdlitos.

3.22 Preparo dos extratos celulares

Nos experimentos realizados com fungos filamentosos, ao término do requerido
tempo de incubacdo dos experimentos de biotransformacdo, as massas miceliais
resultantes da filtracdo das culturas, foram lavadas com agua destilada, e congeladas por
48 horas. ApOs esse periodo, as biomassas foram trituradas em graal e os fragmentos
resultantes foram transferidos para frascos tipo Erlenmeyers seguido da adigdo de 50 ml
de acetona grau cromatografico. As massas miceliais foram mantidas em maceracao por
24 horas e entdo filtradas. Esse procedimento foi repetido mais 2 vezes e entdo o
volume de solvente resultante foi concentrado em evaporador rotativo gerando o0s
extratos miceliais.

Para as bactérias e para a levedura S.boulardii , apds centrifugacao e separacao do
caldo resultante da Gltima aliquota retirada de cada processo, as massas celulares
(precipitado) foram lavadas com agua destilada e centrifugadas novamente. Apds
retirada do volume de agua da lavagem, a massa celular foi acrescida de 25mL de

acetato de etila e mantidas em banho de ultrassom durante 20 minutos. Apés este
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periodo, o solvente resultante foi particionado com &gua destilada e a fase organica
resultante foi concentrada em evaporador rotativo. Aliquotas dos extratos foram

preparadas em acetonitrila (Img/mL) e analisadas por CLAE-DAD.

3.23 Biotransformacdes em escala preparativa (scale up)

Os processos que se mostraram promissores em escala analitica foram realizados
em escala ampliada visando o isolamento dos compostos produzidos. Para 0s processos
realizados em meios liquidos a ampliacéo de escala foi feita mantendo as exatamente as
condicdes estabelecidas na condicdo de triagem, aumentando, portanto, 0 nimero de
frascos produzidos. Nos experimentos em meio sélido, a ampliacdo da escala analitica
para preparativa foi feita substituindo as placas de Petri por garrafas de Roux de 1000
mL de capacidade. O preparo dos referidos extratos também foi feito conforme
padronizagdo da escala de triagem. Em cada um desses experimentos foi utilizado

300mg de substrato.

3.24 Isolamento dos componentes do extratos de biotransformacéo

Antes do processo de isolamento, os extrato de biotransformagdo foram
analisados por CLAE-DAD para verificacdo de seu perfil cromatografico. Optou-se por
realizar o isolamento dos componentes quimicos de cada extrato diretamente por CLAE
preparativa. Para isso, primeiramente estabeleceu-se as condi¢fes cromatogréficas que
melhor separaram 0s componentes presentes no extrato, utilizando CLAE-DAD em
modalidade analitica.

Realizou-se os processos de isolamento utilizando uma coluna Polar-RP, 250x10
mm de didmetro interno, tamanho de particula de 5 um, acoplada a uma coluna de
guarda com a mesma fase estacionaria em um sistema de CLAE preparativa

(Shimadzu®) com detecgdo em UV/VIS. O sistema eluente utilizado foi o mesmo
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empregado nas anélises da modalidade analitica (gradiente compostos por acetonitrila e
agua, variando de 30- 100% em 50 minutos, com uma vazao de 2 mL/min para EBMCe
e EBMEc e gradiente compostos por acetonitrila e agua, variando de 20- 100% em 30
minutos, com uma vazdo de 3 mL/min para EBLMCe). O volume de injecéo foi de 100
uL e a quantidade injetada foi de 2 mg por inje¢do. As fragdes obtidas foram evaporadas
em evaporador centrifugo (Speed-vacum Savant SPD2010) a 45 °C durante 24 horas.
Apos coletadas, as frages submetidas a purificagdo foram analisadas novamente
por CLAE-DAD (gradiente de acetonitrila e agua variando de 20-100% de solvente
organico em 30 minutos) para verificar os perfis quimicos. As amostras que
apresentaram maior grau de pureza foram enviadas para analises de RMN de 1H e 13C,
bem como, para analises por espectrometria de massas para determinacdo de suas

estruturas quimicas.

3.25 Anélises espectroscopicas

As analises de espectroscopia de ressonancia nuclear (RMN) foram realizadas
no Laboratério de RMN do Departamento de Quimica da UFSCAR, sob-
responsabilidade do Prof. Dr. Anténio Gilberto Ferreira.

Os espectros de RMN de H e de *3C, subespectros e mapas de contornos
(COSY, HMBC e HSQC) foram obtidos utilizando o espectrébmetros da marca Bruker
DRX400 (9,4 Tesla) e DRX500 (11,75 Tesla). Como referéncia interna foi utilizado o
sinal do tetrametilsilano (TMS) presente nos solventes deuterados da marca Sigma
Aldrich (Sigma Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee, WI — EUA). Os
deslocamentos quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). O processamento dos espectros

unidimensionais foi realizado pelo MestReNova versdo 6.0.2 e os bidimensionais pelo
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software SpinWorks® versdo 2.5, desenvolvido pela Chemistry NMR Lab da

Universidade de Manitoba.

3.26 Analises espectromeétricas

Os estudos realizados por CLAE-EM/EM foram realizados na Central Analitica
da FCFRP-USP, sob supervisdo do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes, utilizando um
espectrometro de massas tipo TOF, modelo AmaZon da marca Bruker Daltonics com

fonte de ionizacdo electrospray (ESI) em modo positivo.

3.27 Avaliacéo da Citotoxicidade dos derivados obtidos

Os ensaios citotoxicos das naftoquinonas foram realizados em parceria com a
Profa. Dra. Raquel Alves dos Santos, no Laboratério de Genética e Biologia Molecular
(LAGBIM) da Universidade de Franca (UNIFRAN). O método utilizado foi o ensaio de
citotoxidade XTT. As linhagens celulares utilizadas no ensaio foram a de
adenocarcinoma humano mamario (MCF-7), adenocarcinoma humano pulmonar (A549)
além de uma linhagem de tumor cervical (HeLa) bem como de uma linhagem celular de
fibroblastos humanos GM07402-A. As linhagens foram obtidas do banco de células do
Rio de Janeiro e foram cultivadas em meio de cultivo composto por meio HAM
F10+DMEM (Sigma, St Louis, EUA) suplementado com 10%-20% de soro bovino fetal
(SBF) e mistura de antibiéticos penicilina/estreptomicina (10 mL.L™, Sigma, St Louis,
EUA) acrescido de sulfato de canamicina (10 mg. L-1) utilizando garrafas de cultivo de
25 mm2 (TPP, Suica) ou placas de pocos multiplos quando necessario. Durante o tempo
de cultivo e tratamentos as células foram mantidas em estufa de CO2 a 37°C. Os tempos
de cultivo e tratamento foram determinados com base nos resultados obtidos pelos
ensaios de citotoxidade. A citotoxidade foi determinada por meio da utilizagdo do Cell

Proliferation Kit (Roche Applied Science), baseado na clivagem do sal amarelo
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tetrazolium XTT pelas células metabolicamente ativas formando o corante formazana
alaranjado. As células foram semeadas em placas de 96 pocos e mantidas em estufa de
CO2 a 37°C por 24 h. Apos esse periodo o protocolo de tratamento consistiu em expor
as células as diferentes concentragdes das naftoquinonas (7,8 a 1000 pg/mL) por 24
horas. As substancias testadas foram diluidas em etanol, sendo a concentragdo maxima
do diluente em cultura de 0,1%. Como controle positivo foi utilizado cloridrato de
doxorrubicina (0,5 uM) (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA).

Apobs 24 horas de exposicdo foi realizada a lavagem das células com tampéo
salino fosfato (PBS) 1X e incubagédo das mesmas em meio DMEM sem fenol vermelho
acrescido da solucdo XTT/elétron por 4 h. Apds esse tempo, foi realizada a leitura
colorimétrica em espectrofotbmetro (492-690 nm), sendo entdo determinada a
proporcdo de células vidveis em razdo das medidas de absorbancia. Os ensaios foram
realizados em triplicata. Os resultados foram analisados com auxilio do GraphPad

Prisma 5.0 e foram determinados 0S valores de CI50.
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Resultados e discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Padronizagao das condicdes de cultivo dos fungos para as reacOes de
biotransformacéo

Para realizacdo dos estudos de biotransformagdo empregando micro-organismos
é necessario, primeiramente, que sejam estabelecidas as condic¢des de cultivo adequadas
para que 0s micro-organismos consigam crescer, se desenvolver para assim produzir as
enzimas que poderdo atuar nas reacGes. Sendo assim foi possivel verificar qual o0 meio
de cultura e a condigdo de incubacgéo ideal para o crescimento e producdo de esporos
pelos fungos selecionados na etapa de reativacdo das cepas. Pra essa avaliacdo foram
selecionados trés diferentes meios de cultura incubados durante 7,10 e 14 dias a 30 °C
em estufa BOD. As condi¢fes que propiciaram maior producdo de esporos para cada
micro-organismo estdo apresentadas na Tabela 3, expressas como a média de trés
medidas independentes.

Tabela 3: Condigdes de cultivo selecionadas para os fungos filamentosos (produgéo
de esporos)

Periodo de Incubacéo
Fungo Meio de Cultura N° de esporos (mL)
(Dias)
A.alliaceus PDA 7 4,5x10°
(ATCC 10060)
A brasiliensis PDA . 2,3x10°
(ATCC 16404)
A.niger PDA . 9,8x10°
(NRRL 599)
9
A-niger PDA 7 8,8x10
A.ochraceus PDA . 7,8x10°
A.phoenicis Agar extrato de malte 10 3x10°
C.echinulata var. | Agar extrato de malte 10 1,5x10°
elegans )
C.elegans Agar extrato de malte 7 3,6x10°
ATCC 10028b
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Continuacéo da Tabela 3

C.elegans Agar extrato de malte 7 3,8x10°
ATCC 9245

M.rouxii Agar extrato de malte 7 1,5x10°
NRRL 1894

A 8

R stolonifer Agar extrato de malte 7 1,2x10

Os resultados expressos na Tabela 3 mostraram que cada um dos fungos
avaliados requer condigdes diferentes para producdo maxima de esporos. De uma forma
geral, os fungos do género Cunninghamella, cresceram melhor quando incubados em
meio &gar extrato de malte, enquanto a maioria dos micro-organismos do género
Aspergillus teve melhor crescimento quando cultivados meio PDA. Tal fato destaca a
importancia da realizacdo dos estudos de cultivo durante o0s experimentos de
biotransformagao.

Pode-se perceber também que o numero de esporos produzidos em todos os
casos foi superior a 1x10°® esporos/mL, sendo assim esse valor foi padronizado para
iniciar o cultivo em meio pré-fermentativo.

O perfil de crescimento dos fungos filamentosos em meio de cultura liquido
pode ser divido em 4 fases principais: fase lag, fase exponencial, fase estacionaria
(idiofase) e fase de declinio (Finkelstein & Ball, 1992). A regulacdo do metabolismo
dos fungos esta relacionada com as fontes de carbono e nitrogénio, sendo que a
atividade das enzimas utilizadas para a biossintese dos metabolitos secundarios, bem
como também para a realizacdo dos processos de biotransformacédo, sdo amplificadas
apos o crescimento celular completo, na fase denominada idiofase ou fase estacionaria
(Finkelstein & Ball, 1992).

Para que 0s micro-organismos alcancassem a fase estacionaria mais rapidamente
optou-se por fazer um cultivo prévio dos fungos em uma etapa denominada pré-

fermentativa. Neste caso, optou-se por empregar 0 meio descrito por Jackson e




79

colaboradores (1993), rico em nutrientes 0 que permite o desenvolvimento rapido e
eficiente da massa micelial a partir das células reprodutivas. Relatos na literatura
apontam que o cultivo dos micro-organismos em duas etapas de crescimento (pré-
fermentativa e fermentativa) tem demonstrado resultados promissores para os estudos
de biotransformagdo (Severiano et al., 2010; Severiano et al., 2013). A Figura 29,
mostra, comparativamente, as curvas de crescimento dos diferentes micro-organismos

utilizados nesse estudo em meio pre-fermentativo.

0,8 -
g A, qlliaceus
0,7 7 === A.brasiliensis
0,6 \ﬂ\. A.niger NRRL 599
’a L
e N A.niger
—a g
E === A.0Cchraceus
© 014 T > /I{
a A.phoenicis
©
g 03 7 C.echinulata var
o elegans
0,2 - C.elegans ATCC
10028b
01 - C.elegans ATCC 9245
M.rouxii NRRL 1894
0 T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 R.stolonifer

Tempo de incubagdo (horas)

Figura 29. Curvas de crescimento dos fungos em meio pré-fermentativo, incubado
a 30 °C, sob agitagdo constante de 120 rpm, por um periodo de quatro dias consecutivos.

A andlise do gréfico da Figura 29 mostrou que apesar de haver variacdo na
quantidade de biomassa produzida pelos diferentes micro-organismos, todos apresentam
0 &pice de crescimento apds 48 horas de incubacdo, sendo esse o periodo selecionado
para transferéncia da biomassa para o meio Czapek modificado iniciando a etapa
fermentativa. Apds esse periodo, o crescimento deles é estabilizado ou entra em

decaimento.
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A composi¢cdo do meio de cultura em que 0s micro-organismos estdo sendo
desenvolvidos pode afetar a biossintese de enzimas envolvidas no processo de
biotransformacdo (Facciotti et al. 1991; Janusz et al., 2007). Como exemplo, podemos
citar a hidroxilacdo de sesquiterpendides pelo fungo Mucor plumbeus que é diretamente
influenciada pela presenca de ferro no meio de cultura (Collins et al., 2002).
Demyttenaere e colaboradores (2001) e Adams e colaboradores (2003) demonstraram
respectivamente, que os processos de transformacdo microbiana do linalol pelo fungo
Aspergillus niger e do limoneno por Penicillium digitatum sdo influenciados
significativamente pela composicdo do meio de cultura e pelo solvente utilizado para
solubilizar o substrato a ser biotransformado.

Os meios fermentativos mais empregados em estudos de producdo de
metabolitos secundarios e de biotransformacdo sdo os meios Koch’s K1 e Czapek. O
meio Koch’s K1 apresenta em sua composicao nutricional, duas fontes complexas de
nutrientes, a peptona e o extrato de levedura, que podem conter aminoacidos e ions
metélicos que poderiam de alguma forma afetar o comportamento das naftoquinonas
durante os processos de biotransformacgéo (Burton & David, 1952; Amaki et al, 2011).
Sendo assim, optou-se por utilizar uma versdo do meio fermentativo Czapek,
substituindo a sacarose (3%) por glicose (1%) e retirando da composi¢do o sulfato
ferroso e sulfato de magnesio na tentativa de evitar a interferéncia desse ions no
comportamento das quinonas. A Figura 30 mostra um grafico do perfil de crescimento

dos micro-organismos estudados em meio fermentativo Czapek modificado.
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Figura 30. Curvas de crescimento dos fungos em meio fermentativo Czapek
modificado, incubado a 30 °C, sob agitacdo constante de 120 rpm, por um periodo de seis
dias consecutivos.

Pela analise do grafico apresentado, pode-se perceber que 0s micro-organismos
avaliados, ao serem transferidos para o meio fermentativo, permanecem por um tempo
em fase exponencial até entrar na idiofase. Esse periodo foi de 48 horas para os fungos
A.brasiliensis, A. phoenicis e R.stolonifer e de 24 horas para os demais. Essa etapa foi
selecionada para a adi¢do dos substratos e inicio das rea¢6es de biotransformacao.

Para verificar se a presenca das naftoquinonas poderia alterar o perfil de
crescimento dos fungos, repetiu-se a curva de crescimento do fungo C.elegans ATCC
10028b na presenca das naftoquinonas menadiona e 1,2-naftoquinona. A Figura 31,
mostra o gréfico comparativo do crescimento deste fungo na presenca e auséncia das

naftoquinonas avaliadas.
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Figura 31. Curva de crescimento de C.elegans ATCC 10028b na presenca de
naftoquinonas.

Como pode ser observado, o crescimento de C.elegans é maior na auséncia das
naftoquinonas. Pode-se observar também que a presenca da 1,2-naftoquinona afeta mais
0 crescimento desse micro-organismo se comparado a naftoquinona menadiona.
Contudo, em todas as curvas de crescimento, pode-se observar o inicio da fase
estacionaria depois de 24 horas de cultivo no meio fermentativo, o que ndo muda o

tempo padronizado para adicéo dos substratos nas culturas.

4.2. Estabelecimento das condicGes de cultivo das bactérias do trato
gastrintestinal para as reagdes de biotransformacéo

A padronizacdo das condicdes de crescimento das bactérias iniciou-se através da
relacdo entre os valores de absorbancia das suspensdes das bactérias com o numero de
unidades formadoras de colonias presentes. Foi padronizado que o indculo dos
experimentos com as bactérias seria de 10’ UFC/mL e a absorbancia correspondente a

esse inoculo variou entre as bactérias sendo de 0,122 para L.acidophilus, 0,109 para
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Bifidobacterium sp, de 0,129 para a cultura mista e de 0,109 para E. coli. O gréfico da

Figura 32 apresenta as curvas de crescimento das bactérias estudadas.
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Figura 32. Curvas de crescimento das bactérias probioticas em seus respectivos
meios de cultura

Analisando as curvas de crescimento das bactérias observou-se que as bactérias
L. acidophilus e E. coli nos meios de cultura e condigGes avaliadas iniciaram a fase
estacionaria apés 12 horas de incubacdo no meio liquido, porém permanecem em
tempos diferentes nessa fase, sendo de 24 horas e menos de 3 horas, respectivamente. A
cultura mista atinge a fase estacionaria com 18 horas de cultivo, permanecendo por 30
horas e Bifidobacterium sp atinge com 36 horas apds o inicio do cultivo, permanecendo
por 24 horas.

Os resultados das curvas de crescimento demonstram que as culturas de
bactérias do trato gastrointestinal possuem perfis de crescimentos diferentes. Assim que
cada cultura iniciou sua fase estacionaria foi adicionada a solucdo de substrato e as

reacdes de biotransformacgdo foram monitoradas por 6, 12 e 24 horas.
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apresentam

requerimentos nutricionais e de cultivo bastante especificos e portanto ndo é possivel

fazer grandes variagfes na composi¢do dos meios de cultura utilizados como foi feito

com os fungos filamentosos. A Tabela 4 resume as condi¢Oes de cultivo e tempo

padronizado para inicio da fase estacionaria de cada bactéria.

Tabela 4. Condicdes de cultivo das bactérias intestinais

Meios de cultura

Absorbancia

Inicio da fase

Atmosfera de

Bacteria (Caldo e Agar) doindculo | estacionaria | incubagdo
Bifidobacterium sp. MRS 0,109 36 horas Anaerobiose
L.acidophillus MRS suplementado | 0,122 12 horas Anaerobiose
Cultura mista MRS suplementado | 0,129 18 horas Anaerobiose

E. coli MH 0,109 12horas | Aeropiosee

anaerobiose

Da mesma forma descrita para os fungos filamentosos, realizou-se a verificacao

da influéncia da presenca das naftoquinonas no perfil de crescimento das espécies

bacterianas. Para isso utilizou-se a bactéria E.coli na presenca das naftoquinonas

menadiona e 1,2-naftoquinona. A Figura 33, mostra o grafico comparativo do

crescimento do micro-organismo na presenca e auséncia dos substratos selecionados.
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Figura 33. Curvas de crescimento da bactéria E.coli na presenca e auséncia dos
substratos selecionados

Pode-se observar que, assim como no caso do experimento com fungos, houve
diminuigdo no crescimento celular das bactérias quando na presenca das naftoquinonas,
no entanto, em todas as condigdes essa bactéria entrou em fase estacionaria no mesmo
tempo padronizado na auséncia das naftoquinonas. Vale ressaltar que a presenca das
naftoquinonas faz esse micro-organismo permanecer na idiofase por um periodo maior

retardando sua fase de declinio e morte celular.

4.3. Teste de solubilidade das naftoquinonas

Para iniciar os estudos com as naftoquinonas, decidiu-se primeiramente avaliar
a solubilidade desses compostos em agua e em alguns tipos de solventes organicos
comumente empregados nos experimentos de biotransformacéo visando selecionar as
opcdes mais adequadas durante os processos de extracdo e preparo de amostras. A

Tabela 5 apresenta os dados obtidos.



86

Tabela 5: Solubilidade de naftoquinonas em diferentes solventes

TIPOS DE SOLVENTES
= o)
IS E g 8 |2 |s é c—:J =
Naftoquinona 2 0 |€ |8 g 2 % |8 |B E |
Q > o D S = S
\< < <Q S S B sl <2 o o +—
é o % \m c < o 8 %
@) 3 < =
1,2-naftoquinona |l | S|PS| S| S|PS|PS|S|S|S]|S
1,4-naftoquinona Il | S|PS| S| S|PS|PS|S|S|S|S
Lausona l | S| S|S|S|PS|I |S|S|S]|S
Menadiona s |S| S| S|S|PS|S|PS|PS|S
. | S S S S S |PS| S S S S
Plumbagina
; | S |PS| S S S S S | PS | S
Metoxilausona
Vitamina K1 rys| 1| s|s|s| s | s| 1|1 ]S
5-hidroxi-naftoquinona | ' | S| S | S |PS|PS| 1 1S 155 S

Legenda: S: soltvel I:insoldvel PS: parcialmente soltvel

Através dos dados obtidos e descritos na tabela acima, pode-se verificar que
nenhuma das naftoquinonas avaliadas apresenta solubilidade em agua. Conforme
esperado, substratos como a 5-hidroxi-naftoquinona e a lausona (maior polaridade)
apresentam maior solubilidade em solventes organicos mais polares enquanto as
naftoquinonas de maior carater apolar (vitamina k1, metoxilausona), apresentam maior
solubilidade em solventes como hexano, diclorometano e éter etilico sendo, portanto
insollveis ou pouco soltveis em solventes como o etanol, metanol e butanol. De uma
forma geral, pode-se perceber que todos os substratos avaliados sdo sollveis nos

solventes: acetonitrila, acetona, acetato de etila e cloroférmio.
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Por serem capazes de solubilizar eficientemente as naftoquinonas envolvidas
nesses estudos além de serem imisciveis em agua, os solventes acetato de etila e
cloroférmio seriam as opg¢des mais viadveis para serem empregados nas extracdes
liquido-liquido (particdo) dos extratos de biotransformacdo. Dentre eles, optou-se por
utilizar o acetato de etila por se tratar de um solvente menos toxico (ndo clorado).

A extracdo por particdo liquido-liquido, além de apresentar diversas vantagens
com relacdo ao custo, facilidade e rapidez, também mostrou-se mais eficiente quando
comparada com os resultados obtidos pelo uso da mistura de resinas poliméricas do tipo
XAD. Na Figura 34 estdo apresentados os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos
extratos dos meios de cultura contendo menadiona obtidos por extragdes com resinas

poliméricas e por parti¢do liquido-liquido.
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Figura 34: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos dos meios de
cultura contendo menadiona obtidos por extracBes com resinas poliméricas (A) e por
particdo liquido-liquido (B). O circulo sob a escala destaca a intensidade dos picos
observados. As condi¢Bes cromatograficas foram: Cromatdgrafo Shimadzu, Coluna
Kromasil C18, fase movel constituida por gradiente de acetonitrila e dgua (20-100%
Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL,
deteccdo em UV 220nm e analise a temperatura ambiente.

4.4. Verificacdo dos efeitos inibitorios das naftoquinonas frente aos micro-
organismos utilizados (CIM)

Foi realizada a determinagdo das concentragOes de substratos adequadas para
serem utilizadas nas reagcOes de biotransformacdo sem causar morte dos micro-
organismos envolvidos nas biorreagdes. Os resultados obtidos estdo apresentados na

Tabela 6:
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Tabela 6. Valores de concentragdo inibitoria minima (CIM) das naftoquinonas
frente aos micro-organismos utilizados nas reagdes de biotransformacao

Valores de CIM ( pg/mL)

(15}
c ©
- Lol |8 B
MICRO-ORGANISMO | £ E © g X = = )
2 |2 |§ | |8 |8 |& |¢&©
o o g % = o © e
£ £ 2 c £ £ £ o
< c > = = o o
a s > | ® |3 2
o
A.alliaceus ATCC 10060 | >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | 100 | >400 | >400
A.brasiliensis ATCC 16404 200 200 200 200 >400 | 100 | >400 | >400
A.niger NRRL 599 >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | 100 | >400 | >400
A.niger >400 | >400 | >400 | >400 | >400 | 200 | >400 | >400
A.ochraceus 200 200 400 | >400 | >400 | 100 | 400 200
A.phoenicis 200 200 200 | >400 | >400 50 200 200
Bifidobacterium sp. ~400 | 400 | >400 | >400 >400 25 200 400
C.echinulata >400 | >400 | 200 200 200 100 200 200
C.elegans ATCC 9245 200 | 400 200 200 200 100 200 200
C.elegans ATCC 10028b 200 200 100 200 200 100 200 200
E.coli ATCC 25922 ~400 | 200 | >400 | >400 >400 | 200 | >400 | >400
L.acidophillus =400 | > 400 | > 400 | > 400 >400 | 100 200 | >400
M.rouxii 400 | 400 | >400 | >400 | 400 100 | >400 | 200
R.stolonifer 400 400 400 = 400 >400 | 200 400 400
S.boulardii 200 200 400 | >400 | >400 | 200 | 400 400
Cultura mista ~400 | 400 | >400 | >400 >400 | 100 400 | _ 400
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Apesar desses micro-organismos nao sofrerem inibicdo consideravel de
crescimento na presencga de concentragdes elevadas das naftoquinonas testadas, definiu-
se que, nos experimentos de biotransformacdo seria utilizada a concentracdo de
100pg/mL de substrato em meio de cultura. Essa concentracdo foi selecionada por ja ter
sido utilizada em trabalhos de biotransformagéo gerando bons resultados (Capel et al.,
2011; Severiano et al., 2010; Severiano et al., 2013). Ainda é valido destacar a
capacidade das quinonas em gerar espécies reativas de oxigénio, as quais sdo
responsaveis por grande parte dos efeitos biologicos e toxicologicos desta classe de
compostos, 0 que pode inibir a metabolizacdo das mesmas pelos micro-organismos

(Hahn et al., 2013; Pinto & Castro, 2009).

4.5. Estabilidade das naftoquinonas nos meios de cultura empregados

Para verificar a compatibilidade das naftoquinonas com os meios de cultura
utilizados, foi feito um teste de incubagéo de cada substrato nos diferentes meios de
cultura empregados no trabalho, sendo eles: meio MRS, meio MRS suplementado, meio
MH, meio Czapek modificado e em agua destilada e agua ultrapurificada. Foram
realizadas extragdes dos caldos utilizando acetato de etila imediatamente apo6s a
incubacdo dos substratos (controle de tempo zero) e ap6s 24 horas de incubacéo.

Os resultados desse experimento mostraram que, todas as naftoguinonas
puderam ser extraidas com eficiéncia dos meios de cultura avaliados quando 0s mesmos
ndo foram mantidos em incubacgdo (frascos codificados como tempo zero). Apos a
incubacdo das naftoquinonas por 24 horas, ndo foi possivel observar o pico referente a
1,2-naftoquinona, 1,4-naftoquinona, lausona e 5-hidroxinaftoquinona nos seus
respectivos extratos. O mesmo resultado foi observado quando essas naftoquinonas
foram incubadas apenas na presenca de &gua, o que descarta a hipdtese de que isso

tenha a ver com a presenca de algum componente dos meios de cultura. Os resultados



91

da Tabela 7 apresentam a estabilidade das naftoquinonas empregadas no trabalho nos

diferentes meios de cultura utilizados.

Tabela 7. Estabilidade das naftoquinonas em diferentes meios de cultura

Meio de incubacgéo

© o

. 8| g3 g
Naftoquinona T g 5SS ® n |l €
$ 288 = | € |8

©IKENT| 2| 2|58

) £ S

>

\< (%]

1,2-naftoquinona N&o | Ndo | Ndo | Ndo | Nao | Nao
1,4-naftoquinona N&o | Ndo | Ndo | Ndo | Nao | Nao
Lausona N&o | Ndo | Ndo | Néo | Nao | Néo
Lausona metoxilada | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim
Menadiona Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim
Plumbagina Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim
Vitamina K1 Sim | Sim | Sim | Sim | Sim | Sim
5-hidroxinaftoquinona | N&o | N&o | Ndo | N&o | Nao | Nédo

Legenda Sim: Naftoquinona detectada no meio de cultura

Né&o: Naftoguinona ndo detectada no meio cultura

As fases aquosas remanescentes a esse processo de extracdo foram liofilizadas e

também analisadas por CLAE-DAD, a fim de se verificar a possivel presenca dessas

naftoquinonas, mas a analise dos cromatogramas ndo mostrou o pico referente a

nenhuma delas em seus respectivos extratos. Como exemplo pode-se analisar a Figura

35 que mostra os cromatogramas referentes aos extratos obtidos com o experimento da

1,2-naftoquinona em diferentes meios de cultura.
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Figura 35. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos de diferentes
meios de cultura contendo a 1,2 —naftoquinona apo6s 24 horas de incubacdo. (A:fase
aquosa liofilizada apo6s extracdo; B: meio MH; C: meio MRS; D: meio MRS
suplementado e E: meio Czapek modificado). As condicGes cromatograficas foram:
Cromatografo Shimadzu, Coluna Kromasil C18, fase mdvel constituida por gradiente de
acetonitrila e dgua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1,
volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 220nm e analise a temperatura ambiente.

E importante ressaltar que, em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa,
empregando os mesmos meios de cultura e métodos deste trabalho, foi possivel obter
derivados do lapachol (Silva, 2014 ; Silva et al., 2014), naftoquinona bastante conhecida
por sua propriedade antitumoral (Epifano et al., 2014; Cragg & Newman, 2005; Rao et
al., 1968), bem como da B-lapachona, através de biotransformacdo utilizando fungos
gue mimetizam o metabolismo humano e bactérias do trato gastrointestinal (Paludo,

2013; Paludo et al., 2014). As estruturas quimicas de alguns dos derivados obtidos

foram apresentadas na Figura 27 e Figura 31.
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Os métodos empregados nesses estudos foram os mesmos utilizados no presente
trabalho e ndo foram encontradas dificuldades relacionadas a deteccdo dos substratos
nos meios utilizados o que sugere que problemas experimentais observados estejam
relacionados ao comportamento quimico das naftoquinonas selecionadas. Nao foram
encontrados dados na literatura relacionados aos resultados obtidos, porém sabe-se que
apesar das naftoquinonas serem moléculas muito antigas, de estrutura quimica simples e
propriedades quimico-biolégicas bastante relevantes, existem poucos relatos de
trabalhos de biotransformagcdo das mesmas. N&o foi encontrado nenhum relato na
literatura de trabalhos de biotransformacdo com as naftoquinonas selecionadas ou
mesmo de naftoquinonas pouco substituidas. A Tabela 8 apresenta resumidamente 0s
principais trabalhos de biotransformacdo descritos na literatura a respeito das
naftoquinonas e as estruturas quimicas dos respectivos produtos encontram-se na

Figura 36.

O OH
O NH,
INO-5042 Chiconina  5-amino-8-hidroxi-naftoquinona
o o)
OH
58y
©<>[N/>_<\J X
e} O
NR 2364 Lapachol

B-lapachona

Figura 36. Estruturas quimicas das naftoquinonas empregadas em reacfes de
biotransformacao descritas na literatura
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Tabela 8. Reagdes de biotransformacdo descritas para as naftoquinonas

Naftoquinona

Micro-

organismos

Reacéo promovida

Referéncia

Bactérias de

Chiconina Dimerizagdes Meselhy et al., 1994
fezes humana
Formacao de duplas
Chiconina B.fragilis Meselhy et al., 1994
ligacOes e ciclizagdo
Le Texier et al.,
NR 2364 S.platensis Clivagem oxidativa
2001
Linhagens de
INO 5042 Clivagem oxidativa Fosse et al., 2004
Streptomyces
5-amino-8-hidroxi- Reducdes de duplas
S.aureus Medina et al., 2006
naftoquinona ligacOes e carbonilas
Lapachol A.brasiliensis Oxidacdes de Hooker Silva et al, 2015
C.eleganse
B-lapachona Glicosilacbes Paludo et al., 2015
C.echinulata

Pode-se verificar que as naftoquinonas contendo substituintes na cadeia lateral

(sobretudo os alquilicos) tendem a ser mais estaveis, e, portanto, mais apropriadas para

a realizacdo dos estudos de biotransformacdo nas condi¢cBes requeridas para o

desenvolvimento dos micro-organismos. Tal fato corrobora com os resultados obtidos

no teste de comportamento das naftoquinonas nos meios de cultura descritos

anteriormente.
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Foi realizado um experimento para verificar a relagdo da ndo deteccdo dessas
quinonas com o tempo de incubagdo nas culturas, tomando como base a 1,2-
naftoquinona. Neste experimento pdde-se constatar que sO foi possivel detectar o
substrato até 30 minutos de incubacdo, decorrido este periodo ndo mais se observa o
pico referente a essa naftoquinona. Na Figura 37 estdo apresentados os cromatogramas
dos extratos obtidos da extracdo da 1,2-naftoquinona em meio aquoso ap6s diferentes

tempos de incubagdo.
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Figura 37. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos de solucgdes do
meio Czapek modificado contendo 1,2-naftoquinona apds incubagéo por 0 minutos (A),
30 minutos (B), 60 minutos (C) e 24 horas (D). As condi¢bes cromatogréficas foram:
Cromatdgrafo Shimadzu, Coluna Kromasil C18, fase mdvel constituida por gradiente de
acetonitrila e 4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min™,
volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 220nm e analise a temperatura ambiente.

Com base nos reultados obtidos, foi possivel estabelecer que os estudos de
biotransformacdo com as naftoquinonas lausona, 5-hidroxinaftoquinona, 1,2- e 1,4-

naftoquinona ficam inviabilizados. Com base nos resultados apresentados na Tabela 8,

oriundos das analises cromatograficas dos extratos obtidos, pode-se concluir que as



96

naftoquinonas lausona metoxilada, menadiona, vitamina K e plumbagina foram
extraidas e detectadas sem sofrer alteracdo nas condi¢fes empregadas, indicando que 0s
substratos selecionados podem ser submetidos aos processos de biotransformacéo

padronizados.

4.6. Estudos sobre a biotransformacéo das naftoquinonas
4.6.1. Biotransformacodes da menadiona

A andlise dos perfis cromatograficos dos extratos das reacBes de
biotransformacdo da menadiona mostraram que, dentre todos 0s micro-organismos
avaliados nas condicGes padronizadas, apenas a bactéria E.coli (cultivo aerdébicos
liquido e sdlido) e os fungos C.elegans ATCC10028b , A.brasiliensis e A.alliaceus
foram capazes de biotransformarem a estrutura desse substrato. A partir dos valores
diarios das areas referentes ao pico da menadiona nos cromatogramas, foi possivel
construir curvas de consumo do substrato (resultados obtidos em duplicata),

apresentadas na Figura 38.

4,E+08 -

3,E+08 Iy == C.elegans

3,E+08 - == A.brasiliensis

A.alliaceus

m m
+ +
o o)
o ©

ea do pico (mAu)
» N

« 1,E+08 -

5,E+07 -+

O,E+OO T T T T T T T T T
24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Periodo de Incubagao (horas)

Figura 38. Curvas de consumo da menadiona por diferentes fungos filamentosos
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Durante 0o monitoramento pode-se perceber que os fungos C.elegans ATCC
10028b e A.alliaceus ndo foram capazes de consumir toda a menadiona do meio de
cultura. No entanto, ambas as reacOes apresentaram a formacdo de produtos de
biotransformacdo. A andlise diaria dos perfis cromatograficos dessas reacdes permitiu
selecionar o tempo em que estes produtos estavam presentes em maior concentracéo,
sendo esse de 96 horas para a reagdo com C.elegans e 120 horas no caso do fungo
A.alliaceus. O perfil cromatogréfico dos extratos de biotransformacdo selecionados,

bem como de seus respectivos controles, estdo demonstrados na Figura 39 e 40.
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Figura 39. Cromatogramas oriundos da biotransformacdo da menadiona (rT=
15,71 min, indicada pela seta) por A.alliaceus ap0s 120 horas de reacdo: (A) Extrato de
biotransformacdo e (B) Extrato do controle de A.alliaceus no mesmo periodo.
Cromatdgrafo Waters , Coluna Sinergi Polar RP, fase mdvel constituida por gradiente
de acetonitrila e 4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazao de 0,8ml min™,
volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 220nm e analise a temperatura ambiente
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Figura 40. Cromatogramas oriundos da biotransformacdo da menadiona (rT=
23,84 min, indicada pela seta) por C.elegans apds 96 horas de reagdo: (A) Extrato de
biotransformacdo e (B) Extrato do controle de C. elegans no mesmo periodo. As
condigdes cromatograficas foram: Cromatografo Shimadzu, Coluna Kromasil C18, fase
movel constituida por gradiente de acetonitrila e agua (20-100% Fase orgéanica em 35
minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 254nm e
anélise a temperatura ambiente

Com relagdo ao processo com o fungo A.brasiliensis, pode-se observar o
consumo significativo do substrato ao término do periodo de incubacdo selecionado,
segundo o gréafico apresentado na Figura 38. A analise dos perfis cromatograficos
obtidos durante o monitoramento, estabeleceu-se que a partir de 120 horas de reagéo
havia baixa concentracdo do material de partida e elevada concentracdo dos produtos
formados. Na Figura 41 pode-se observar o perfil cromatografico da biotransformacéo

no tempo selecionado e seus respectivos controles.
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Figura 41. Cromatogramas oriundos da biotransformagdo da menadiona (seta
indicando Tr) por A.brasiliensis ap6s 120 horas de reacdo: (A) Extrato de
biotransformacdo e (B) Extrato do controle de A.brasiliensis no mesmo periodo. As
condigdes cromatograficas foram: Cromatografo Shimadzu, Coluna Kromasil C18, fase
movel constituida por gradiente de acetonitrila e d&gua (20-100% Fase orgéanica em 35
minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 254nm e
analise a temperatura ambiente

A anélise das biomassas miceliais obtidas durante a etapa de triagem ndo
apresentaram o pico referente a menadiona e nem picos referentes a possiveis produtos

da mesma. Na Figura 42 observam-se 0s cromatogramas dos extratos celulares dos

fungos avaliados durante as reacgdes de biotransformagéo.
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Figura 42. Cromatogramas oriundos dos extratos celulares de C.elegans ATCC
10028b (A), A.alliaceus (B) e A.brasiliensis (C) obtidos durante os experimentos de
biotransformacdo da menadiona As condi¢bes cromatograficas foram: Cromatografo
Waters, Coluna Polar RP, fase movel constituida por gradiente de acetonitrila e dgua
(20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de injecéo de
30uL, deteccdo em UV 254nm e analise a temperatura ambiente

Além dos fungos filamentosos, a bactéria E.coli também foi capaz de
biotransformar a estrutura da menadiona. Essa reacdo foi monitorada e a curva de

consumo do substrato em meio sélido e liquido estd apresentada na Figura 43

(experimento obtido em duplicata).
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Figura 43. Curva de consumo da menadiona pela bactéria E.coli em cultivos
liquido e solido.

Sabe-se que o crescimento da bactéria E.coli em meio liquido é mais rapido do
gque em meio solido e nesse caso, consequentemente, o consumo da menadiona foi
quase total em apenas 24 horas de reacdo. Pela analise da curva de crescimento dessa
bactéria em meio liquido pode-se afirmar também que, ap6s 24 horas de incubacdo, a
mesma entra em fase de declinio e morte celular. O processo de biotransformagdo em
meio solido é mais lento e s6 foi possivel observar o consumo do substrato apos 72
horas de incubagéo. Nos dois casos houve a formacao de produtos de biotransformagao
da menadiona, e 0s picos relativos a esses produtos apresentaram diferentes Tr, o que
aponta que o metabolismo do substrato é diferente de acordo com a condicdo
experimental utilizada. Em ambos os casos, o tempo de biotransformacao foi definido
pelo periodo em que houve consumo considerdvel do substrato e formacgdo das
concentra¢Ges maximas dos produtos de biotransformacéo, conforme cromatogramas da

Figura 44 e Figura 45.
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Figura 44. Cromatograma do extrato de biotransformacdo da menadiona (pico
destacado com a seta) por E.coli cultivada em meio liquido apds 12 horas de incubacéo.
As condicdes cromatograficas foram: Cromatografo Waters, Coluna Polar RP, fase
movel constituida por gradiente de acetonitrila e dgua (20-100% Fase organica em 35
minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 254nm e
analise a temperatura ambiente
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Figura 45. Cromatograma do extrato de biotransformacdo da menadiona (pico
destacado com a seta ) por E.coli cultivada em meio sélido ap6s 48 horas de incubagdo.
As condi¢bes cromatograficas foram: Cromatdgrafo Shimadzu, Coluna Polar RP, fase
movel constituida por gradiente de acetonitrila e agua (20-100% Fase organica em 35
minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e
analise a temperatura ambiente

A analise dos extratos celulares de E.coli durante os processos selecionados
também ndo apresentou o pico referente a menadiona ou possiveis derivados, conforme

pode ser observado na Figura 46.



103

007

006H

005H

Q04

Al

003H

00K

MJ o
o] -

0.10 B

0.08

AU

0.04

002

000———

w20 4 &b el oo Zo e wm | tew 2000 220 20 26m &m0 s @2 #m
Mnutes

Figura 46. Cromatogramas oriundos dos extratos celulares de E.coli em cultivo
liguido (A) e solido (B) obtidos durante os experimentos de biotransformacéo da
menadiona As condi¢BGes cromatograficas foram: Cromatografo Waters, Coluna Polar
RP, fase movel constituida por gradiente de acetonitrila e &gua (20-100% Fase organica
em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV
254nm e andlise a temperatura ambiente

A partir da padronizacdo das condi¢des reacionais na etapa de triagem descrita,
as reacOes foram repetidas em escala ampliada para permitir o isolamento dos produtos
formados. Optou-se por fazer a ampliacdo da escala mantendo os mesmos parametros

padronizados na escala analitica e aumentando o numero de frascos de cultura para

evitar problemas da reprodutibilidade do perfil reacional.

4.6.2 Biotransformacdes da lausona metoxilada

A andlise dos perfis cromatograficos dos extratos das reacdes de
biotransformacdo da lausona metoxilada mostrou que os fungos C.elegans ATCC 9245,
C.elegans ATCC 10028b, M.rouxii e A.alliaceus foram capazes de biotransformar a

estrutura desse substrato. Nos demais processos ndo houve consumo e nem formacao de
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produtos desta naftoquinona. A partir dos valores diérios das areas referentes ao pico
desta naftoquinona nos processos, foi possivel construir uma curva de consumo do

substrato para os diferentes micro-organismos, apresentada na Figura 47.
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Figura 47. Curvas de consumo da lausona metoxilada por diferentes fungos
filamentosos

A andlise diéria dos perfis cromatograficos das reagdes da lausona metoxilada
mostrou que todos 0s micro-organismos em questdo produziram basicamente 0s
mesmos derivados de biotransformagdo, variando apenas a concentragdo dos mesmos
em cada processo. A curva de consumo do substrato mostrou que o fungo M.rouxii foi
capaz de biotransformar totalmente o substrato da reacdo em 96 horas, enquanto para 0s
outros processos, houve diminuicdo significativa, mas ndo total da area do composto
durante o periodo monitorado. Da mesma forma descrita para 0s experimentos
anteriores, ndo foi encontrado o pico da lausona metoxilada nos extratos da massa
micelial dos fungos em questé&o.

Apesar da eficiéncia de transformagdo do fungo M.rouxii, 0 processo de

biotransformacao desta naftoquinona pelo fungo C.elegans ATCC 9245 apresentou a
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maior concentracdo dos produtos formados, apds 96 horas de reacdo. Os perfis

cromatogréficos dos extratos selecionados estdo demonstrados na Figura 48.

:J: q " fl Lausona ”
. | | | 4% |
M, |

VLA
o - = MWL S

B

o0 2 B B0 800 WO 1200 14 W00 B 280 200 M 00 00 MO0 B 00 B Wm0
Hinutes:

180 ’ (B\

o050
qﬂ.ﬂ:li n
vl | N \l/ Lausona

010 A .
| f | N R R

|

— A - B -

W 2 4B &M 8@ W0 1200 WI0 680 | E® | 00 1200 MW %680 a0 MmO MA@ %W ®W  an
Irutes

5 | \l/ Lausona (C)

N

/ |
L S - A
U e f Ul HI‘I \

|
e

|

Y T Y R T R I T T I I R
Mnutes

o <— Lausona
250 (D)

050 q| f’\ ‘
000 ‘ﬁﬂl"»—/\\-—-»-—--uiw.j \._.( -_‘__,\_JFU L__J |\._J\_.; I L

L e e S e S 0 e B B e Bt s B
(1] 2 400 (301 a0 10.00 1200 1400 1600 1800 2000 200 0 %00 2800 30 209 U0 36.00 w0 4000
Mnues:

Figura 48 . Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos de biotransformacao
da lausona metoxilada pelos fungos: (A) A.alliaceus (96 horas), (B) M.rouxii (72 horas),
(C) C.elegans ATCC 10028b (96 horas)e (D) C.elegans ATCC 9245 (96 horas) . As
condic¢des cromatogréaficas foram: Cromatografo Waters , Coluna Sinergi Polar RP, fase
movel constituida por gradiente de acetonitrila e agua (20-100% Fase orgéanica em 35
minutos), vazdo de 0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 220nm e
anélise a temperatura ambiente.
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4.6.3. Biotransformacodes da plumbagina

A analise dos cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos das culturas
desenvolvidas com a plumbagina mostrou que os fungos C.elegans ATCC 10028b,
C.elegans ATCC 9245 e A.niger, foram capazes de biotransformar a estrutura desse
substrato, gerando produtos ausentes nos respectivos controles experimentais. A curva
de consumo comparativa da plumbagina pelos diferentes fungos filamentosos esta

apresentada na Figura 49.
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Figura 49. Curva de consumo da plumbagina por diferentes fungos filamentosos

A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar que o substrato em questdo nao
foi totalmente consumido durante o periodo de incuba¢do monitorado e a variacdo do
consumo do mesmo foi pequena entre os diferentes micro-organismos. No entanto, o
perfil cromatogréfico dos extratos mostrou a produgdo do derivado com tr=15,3
minutos, produzidos por todos os micro-organismos. O fungo C.elegans ATCC 9245
foi também capaz de produzir, além desta substancia, alguns metabolitos minoritarios,

que aparecem no cromatograma eluindo ente 7-13 minutos (Figura 50). Este processo
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foi selecionado para ser conduzido em escala ampliada, visando a obtencdo dos

produtos formados, sobretudo do produto majoritario.
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Figura 50. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos de
biotransformacdo da plumbagina pelos fungos C.elegans atcc 10028b (A), C.elegans
ATCC 9245 (B) e A. niger (C). As condigdes cromatograficas foram: Cromatdgrafo
Waters , Coluna Sinergi Polar RP, fase mdvel constituida por gradiente de acetonitrila e
4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazao de 0,8ml min™*, volume de injecdo
de 30pL, deteccdo em UV 220nm e analise a temperatura ambiente.

Apesar de trés micro-organismos serem capazes de biotransformar a
plumbagina, a biotransformacgao desta naftoquinona pelo fungo C.elegans ATCC 9245

apresentou a maior concentracdo dos produtos formados em 96 horas de reagéo, e sendo
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assim, esse foi 0 tempo de biotransformacao estabelecido para ser realizado em escala
ampliada visando o isolamento dos derivados dessa naftoquinona. Da mesma forma
descrita para 0s experimentos anteriores, ndo foi encontrado o pico da plumbagina em

nenhum dos extratos de massa micelial dos fungos em questéo.

4.6.4. Biotransformacdes da Vitamina K1

A vitamina K (Figura 51) tem sido muito estudada, tendo em vista sua
importancia bioldgica e, sobretudo bioquimica. Os estudos relacionados ao metabolismo
desta naftoquinona tem gerado grande interesse por diferentes grupos de pesquisa,
porém ainda hd muito o que ser acrescentado a respeito das vias metabdlicas dessa
vitamina bem como para a caracterizacdo dos metabolitos formados. Os experimentos
de biotransformacéo realizados com essa naftoquinona mostraram que, nenhum dos
micro-organismos avaliados foram capazes de biotransformar a estrutura desta
naftoquinona nas condi¢cfes experimentais investigadas.

As quinonas sdo, em geral, moléculas bastante reativas e apesar dos estudos de
biotransformacdo das mesmas nesse trabalho empregarem diferentes tipos de sistemas
enzimaticos (bactérias, fungos e leveduras) ndo foi possivel observar a formacao de
derivados da Vitamina K1. A partir dos resultados obtidos, sugere-se que a cadeia
carbonica inserida na posicdo 3 do nucleo quinondide dessa molécula provavelmente
Ihe confere grande estabilidade dificultando portanto que haja qualquer alteracdo em seu
esqueleto quimico. Os demais trabalhos da literatura que reportam produtos de
biotransformacdo dessa classe de compostos utilizam como substratos moléculas com

cadeia lateral menor e menos complexa.
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Figura 51. Estrutura quimica da Vitamina K1

4.7. Biotransformacdes em fase exponencial de crescimento dos micro-
organismos

Pode-se notar que as reacOes de biotransformacdo empregando micro-
organismos sao realizadas preferivelmente na fase estacionaria de desenvolvimento dos
mesmos. Essa estratégia € adotada devido a menor especificidade das enzimas e 0s
substratos naturais dos organismos nesta fase de desenvolvimento, 0 que aumenta a
possibilidade dessas enzimas promoverem rea¢@es em substancias exogenas, o que €
ideal nas reacGes de biotransformacgdo. Se estes substratos estivessem disponiveis
durante o periodo de crescimento desses micro-organismos, a competicdo entre
substratos exdgenos e naturais poderia prejudicar o desenvolvimento dos mesmos,
devido & ineficiéncia da conversdo de metabolitos essenciais a sua sobrevivéncia. Tal
fato corrobora com a preconizacdo do CLSI para a realizacdo dos ensaios
antimicrobianos durante a fase exponencial de desenvolvimento dos micro-organismos
(18-24 horas) onde estes sdo mais sensiveis a acdo das substancias exdgenas (CLSI,
2007). Contudo, ndo foram encontrados trabalhos na literatura que comparem a
diferenga entre a capacidade de biotransformagdo de micro-organismos em diferentes

fases de desenvolvimento.
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Assim, para avaliar o efeito da adi¢cdo dos substratos nas fases exponencial e
estaciondria sobre as reacGes de biotransformacéao, foram repetidos os experimentos de
biotransformacdo da naftoquinona menadiona pelo fungo C. elegans e pela bactéria E.
coli, onde a solugdo do substrato foi adicionada na fase exponencial das culturas e os
resultados foram comparados com os obtidos quando o mesmo substrato havia sido
adicionado na fase estacionéria das culturas. Nao foi observado crescimento de col6nias
de E. coli quando as naftoquinonas foram adicionadas nas culturas durante o periodo
exponencial de crescimento (auséncia de col6nias em placas de meio sélido inoculadas
periodicamente com aliquotas das culturas). Este fato pode estar relacionado a maior
susceptibilidade das células bacterianas a substancias exdgenas quando estas estdo na
fase exponencial de crescimento. No perfil quimico do extrato obtido do processo de
biotransformacdo da menadiona adicionada na fase exponencial (Figura 52), observa-se
apenas o pico referente ao substrato, sem a formagéo de produtos ou ainda metabolitos
produzidos por E. coli, resultado bem diferente do que o observado para 0 processo
realizado com a adicdo do substrato na fase estacionaria, no qual produtos de
biotransformacdo foram detectados apds 24 horas de incubacdo (resultados descritos

anteriormente).
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Figura 52. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos dos processos
de biotransformacdo da menadiona realizados com a adi¢do do substrato na fase
exponencial (A) e estacionaria (B) da bactéria E. coli. As condi¢bes cromatograficas
foram: Cromatdgrafo Waters, Coluna Kromasil C18, fase movel constituida por
gradiente de acetonitrila e 4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazao de
0,8ml min®, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV 220nm e andlise a
temperatura ambiente.

Foi avaliada também a influéncia da presenca das naftoquinonas no crescimento
do fungo C. elegans em meio Czapek modificado ap6s adi¢do das naftoquinonas na fase
exponencial de crescimento. Nesse caso, pode-se perceber que a adigdo das
naftoquinonas na fase exponencial foi prejudicial ao desenvolvimento do fungo.
Comparando estes resultados com os obtidos com a bactéria E.coli, a qual ndo
conseguiu se desenvolver ap6s adigdo das naftoquinonas na fase exponencial de

crescimento, o fungo C.elegans apresentou menor sensibilidade na presenca das

substancias utilizadas. Este fato pode estar relacionado a maior sensibilidade das células



112

bacterianas, mas também ao fato dos experimentos com fungos contarem com uma
etapa pre-fermentativa de cultivo. Nesta etapa, os fungos sdo pré-cultivados em meios
de cultura ricos em nutrientes (neste caso foi utilizado o meio descrito por Jackson e
colaboradores, 1993) que promovem a producdo de maior biomassa devido ao
fornecimento de nutrientes, cofatores e coenzimas necessarios, sendo essenciais ao seu
desenvolvimento (Lehninger, 1985).

N&o foram detectados produtos de biotransformacdo da menadiona quando a
mesma foi adicionada na fase exponencial de crescimento do fungo C. elegans. Apenas
0 pico referente ao material de partida foi detectado no cromatograma (Figura 53). Nos
experimentos anteriores, onde a menadiona utilizada durante a fase estacionéria, foi

possivel detectar a formacdo de produtos de biotransformacéo.
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Figura 53: Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato obtido do processo
de biotransformacgdo da menadiona por C. elegans com a adicdo da mesma na fase
exponencial de crescimento. As condigbes cromatograficas foram: Cromatografo
Waters, Coluna Kromasil C18, fase moével constituida por gradiente de acetonitrila e
4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min, volume de injecdo
de 30pL, deteccdo em UV 220nm e analise a temperatura ambiente.

Embora o fungo C. elegans ATCC 10028b tenha se desenvolvido apos a adicédo
da menadiona na fase exponencial de crescimento, a reducdo da biomassa do fungo

pode ter sido acompanhada por supressdo das atividades enzimaticas ja que ndao foram
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detectados produtos de biotransformacdo da menadiona. Outro fator que deve ser
considerado € que a adicdo das naftoquinonas na fase exponencial de crescimento, na
qual as células estdo mais susceptiveis a acdo de substancias exdgenas, pode ter
ocasionado a geracdo de espécies reativas de oxigénio, as quais sdo responsaveis por
grande parte dos efeitos bioldgicos e toxicoldgicos das naftoquinonas, fato que pode ter
também inibido a transformacdo das mesmas pelos micro-organismos (Pinto & Castro,
2009). Sendo assim, a melhor estratégia a ser utilizada neste trabalho é a da adicdo dos
substratos na fase estacionaria dos micro-organismos, conforme padronizado

anteriormente.

4.8. Obtencéo dos extratos de biotransformacgdo em escala ampliada

A partir dos experimentos de biotransformacao realizados em escala analitica, foi
possivel selecionar quais micro-organismos foram capazes de biotransformar as
naftoquinonas selecionadas e o tempo mais adequado para a ocorréncia dessa reacdo. Os
processos mais promissores foram selecionados para ser realizados em escala ampliada
a fim de permitir o isolamento dos metabdlitos produzidos.

Optou-se por fazer as ampliacdes de escala através do aumento do numero de
frascos de cultura, ndo alterando as condi¢fes de cultivo ou 0 volume das respectivas
culturas, para evitar problemas com a reprodutibilidade dos perfis quimicos dos

extratos, comparados aos perfis obtidos em escala analitica.
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4.8.1. Biotransformacao da menadiona por C.elegans ATCC 10028b

Conforme descrito anteriormente, o fungo C.elegans ATCC 10028b foi capaz de
consumir a menadiona produzindo 2 derivados principais: um com Tr:20,51
(majoritario) e outro com Tr:16,23 (minoritario). O extrato obtido com esse processo
em escala ampliada apresentou a massa de 567 mg e foi codificado como EBMCe
(Extrato de Biotransformagdo da Menadiona por C.elegans). A analise desse extrato
por CLAE-DAD mostrou um perfil diferente do que foi obtido durante a triagem. Neste
caso, houve menos consumo do material de partida durante a rea¢do, mas, apesar disso,
pode-se observar picos referentes a produtos de biotransformagao no novo extrato e com
isso, 0 mesmo foi submetido a fracionamento por CLAE em modalidade preparativa
com detec¢cdo UV. A Figura 54, mostra o cromatograma do extrato EBMCe, 0s picos

dos produtos estdo indicados com pela seta.
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Figura 54: Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EBMCe .
Cromatografo Shimadzu, Coluna Sinergi Polar RP, fase mdvel constituida por gradiente
de acetonitrila e agua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1,
volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e andlise a temperatura ambiente.
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Durante o fracionamento deste extrato os picos desses metabdlitos foram
coletados e a andlise do perfil das fracbes coletadas, permitiu obter trés amostras com
pureza cromatografica suficiente para caracterizacdo estrutural. Essas amostras foram
codificadas como BM1 (4,1 mg- 1,3% de rendimento), BM2 (8,2 mg- 2,7% de
rendimento) e BM3 (3,9 mg- 1,3% de rendimento) e enviadas para caracterizagao
estrutural por RMN de 'H e *C. A caracterizagdo estrutural dessas substancias sera
discutida no Item 4.9. Os cromatogramas dos picos dos metabdlitos em questdo estdo

apresentados na Figura 55.
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Figura 55: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos compostos BM1, BM2 e
BM3, isolados do extrato EBMCe. Cromatografo Waters, Coluna Sinergi Polar RP,
fase mdvel constituida por gradiente de acetonitrila e agua (20-100% Fase organica em
35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1, volume de injecdo de 30pL, deteccdo em UV
254nm e andlise a temperatura ambiente.
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4.8.2 Biotransformacéo da menadiona por E.coli

Durante os experimentos de triagem, a bactéria E.coli cultivada em meio sélido,
foi capaz de consumir significantemente a menadiona produzindo quatro derivados
principais com os Tr:13,49 (majoritario), Tr: 17,90, Tr: 19,02 e outro com Tr:22,23. O
extrato obtido com esse processo em escala ampliada apresentou a massa de 423 mg e
foi codificado como EBMEc | (Extrato de Biotransformacéo da Menadiona por E.coli
em meio s6lido). Assim como observado no extrato anterior, a analise desse extrato por
CLAE-DAD mostrou um perfil diferente do que foi obtido durante a triagem. Mesmo
assim, pode-se observar consumo total do material de partida e a formacdo de quatro
picos principais, sendo que dois deles também foram identificados (comparacdo de Tr e
espectro de ultravioleta) no extrato EBMCe 1. Este extrato foi submetido a
fracionamento por CLAE-UV para purificacdo dos produtos de biotransformacgéo. Neste
processo, foram obtidos os picos referentes ao metabolito BM1 e BM2, bem como de
dois outros picos codificados como BM4 e BM 5, conforme indicados no

cromatograma da Figura 56.
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Figura 56 : Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EBMEc 1| .
Cromatdgrafo Shimadzu, Coluna Sinergi Polar RP, fase mével constituida por gradiente
de acetonitrila e 4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1,
volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e analise a temperatura ambiente.

A anélise do perfil das fracdes coletadas, permitiu obter quatro amostras com
pureza cromatografica suficiente para caracterizacdo estrutural sendo elas BM1 (3,4
mg- 1,13% de rendimento)e BM2 (8,4 mg- 2,8% de rendimento) foram identificadas
por comparagédo de Tr e espectro de UV e BM4 (4,9 mg- 1,1% de rendimento) e BM5
(3,2 mg- 1.6 % de rendimento) foram enviadas para caracterizagdo estrutural por RMN
de 'H e *C. A caracterizacdo estrutural dessas substancias seré discutida no Item 4.9.
Os cromatogramas dos picos dos metabolitos BM4 e BM 5 estdo apresentados na

Figura 57.
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Figura 57. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos compostos BM4 e BM5.
Cromatdgrafo Waters, Coluna Sinergi Polar RP, fase mével constituida por gradiente de
acetonitrila e agua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1,
volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e analise a temperatura ambiente.

A bactéria E.coli foi cultivada também em meio liquido para a biotransformacéo
da menadiona. Durante os experimentos de triagem essa bactéria havia sido capaz de
consumir significantemente a menadiona produzindo diversos picos referentes a
derivados dessa naftoquinona (ausentes nos controles experimentais), com destaque
para os picos em Tr=14,41, Tr=13,03, Tr=13,59 e Tr=15,33.

O extrato obtido com esse processo em escala ampliada apresentou a massa de
330 mg e foi codificado como EBMEc Il (Extrato de Biotransformacdo da Menadiona
por E.coli em meio liquido). Assim como observado nos demais extratos, a analise

desse extrato por CLAE-DAD mostrou um perfil diferente e mais complexo do que foi

obtido durante a triagem, conforme apresentado no cromatograma da Figura 58.
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Figura 58: Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EBMEc I .
Cromatdgrafo Waters, Coluna Sinergi Polar RP, fase mdvel constituida por gradiente de
acetonitrila e dgua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1,
volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e analise a temperatura ambiente.

Mesmo assim, pode-se observar o consumo do material de partida e a formacéo
de diversos picos de derivados da menadiona. A partir da comparacdo dos valores de Tr
e espectro de absorcdo no UV, pode —se identificar neste extrato a producdo dos
metabolitos BM1 (2,2 mg — 0,7% de rendimento) e BM2 (1 mg — 0,3% de rendimento).
Este extrato foi submetido a fracionamento por CLAE-UV, sendo possivel obter
também os picos referentes ao metabélito BM6 (1,2 mg- 0,4 % de rendimento) e BM7
(1 mg- 0,3 % de rendimento) enviados para caracterizaco estrutural por RMN de 'H e

B3C. A caracterizacdo estrutural dessas substancias sera discutida no Item 4.9. e 0s

cromatogramas desses metabolitos estdo apresentados na Figura 59.
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Figura 59: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos compostos BM6 e BM7.
Cromatdgrafo Waters, Coluna Sinergi Polar RP, fase mdvel constituida por gradiente de
acetonitrila e dgua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1,
volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e analise a temperatura ambiente.
4.8.3. Biotransformacéo da menadiona por A.alliaceus

Durante os experimentos de triagem, pode-se perceber que A.alliaceus foi capaz
de biotransformar completamente a estrutura da menadiona, produzindo um derivado
principal com Tr= 15,60, que por comparacdo de valor de Tr e espectro de UV foi
identificado como sendo o do composto BM2 e um pico de menor intensidade com

Tr=13,40 e espectro de UV compativeis com os do composto identificado com BM6,

conforme cromatograma da Figura 60.
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Figura 60: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da reacédo de biotransformacao
da menadiona por A.alliaceus apds 96 horas de incubacdo. Cromatdgrafo Waters,
Coluna Sinergi Polar RP, fase mdvel constituida por gradiente de acetonitrila e agua
(20-100% Fase organica em 35 minutos), vazéo de 0,8ml min-1, volume de injecéo de
30uL, deteccdo em UV 254nm e andlise a temperatura ambiente.

4.8.4. Biotransformacéo da menadiona por A.brasiliensis

O fungo A.brasiliensis também foi capaz de biotransformar a menadiona durante
0s experimentos de triagem, produzindo picos referentes a derivados dessa
naftoquinona. O extrato obtido com esse processo em escala ampliada apresentou a
massa de 280 mg e foi codificado como EBMAb (Extrato de Biotransformacdo da
Menadiona por A.brasiliensis). No entanto, a analise do perfil cromatografico desse
extrato mostrou grande diferenca no perfil quimico obtido e a auséncia de qualquer
produto de biotransformacdo identificado durante a etapa de triagem. Tal fato

inviabilizou a continuidade dos estudos com esse extrato. O cromatograma de EBMAD

estd apresentado na Figura 61.
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Figura 61: Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EBMADb .
Cromatdgrafo Shimadzu, Coluna Sinergi Polar RP, fase movel constituida por gradiente
de acetonitrila e 4gua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1,
volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e analise a temperatura ambiente.
4.8.5. Biotransformacéao da lausona metoxilada por C.elegans ATCC 9245

Durante a escala de triagem, estabeleceu-se que os fungos C.elegans ATCC
10028b, C.elegans ATCC 9245 e A.alliaceus foram capazes de biotransformar a
estrutura da lausona metoxilada, produzindo basicamente os mesmos produtos em
concentracOes diferentes. O experimento empregando o fungo C.elegans ATCC 9245
foi selecionado para ser realizado em escala ampliada visando isolar e identificar os
compostos produzidos.

O extrato obtido (358mg) foi codificado como EBLMCe (Extrato de
Biotransformacdo da Lausona Metoxilada por C.elegans ATCC 9245) e o perfil

cromatografico do mesmo em escala preparativa ndo reproduziu o estabelecido na

escala de triagem, conforme apresentado no cromatograma da Figura 62.
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Figura 62: Cromatograma obtido por CLAE-DAD da reacdo de biotransformacéo da
lausona metoxilada por C.elegans ATCC 9245 ap6s 96 horas de incubacédo.
Cromatografo Waters, Coluna Sinergi Polar RP, fase movel constituida por gradiente de
acetonitrila e dgua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1,
volume de injecdo de 30uL, deteccdo em UV 254nm e andlise a temperatura ambiente.
O fracionamento deste extrato foi feito diretamente por CLAE-UV e a analise do
perfil das fracbes coletadas, permitiu obter uma amostra com pureza cromatografica
suficiente para caracterizacdo estrutural codificada como BLM1 (9,1 mg- 3% de
rendimento). Essa amostra foi enviada para caracterizacéo estrutural por RMN de 'H e

B3C. A caracterizacdo estrutural dessas substancias serd discutida no Item 4.9. O

cromatograma do pico desse metabolito esta apresentado na Figura 63.
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Figura 63: Cromatograma obtido por CLAE-DAD do composto BLM1.
Cromatografo Waters, Coluna Sinergi Polar RP, fase movel constituida por gradiente de

acetonitrila e dgua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazdo de 0,8ml min-1,
volume de injecao de 30uL, deteccdo em UV 254nm e andlise a temperatura ambiente.
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4.8.6. Biotransformacéao da plumbagina por C.elegans ATCC 9245

Na etapa de triagem estabeleceu-se que os fungos A.niger e as espécies
C.elegans ATCC 10028b e ATCC 9245 foram capazes de produzir produtos de
biotransformacdo da plumbagina. Conforme ja descrito, em todos os processos houve a
formacdo de um pico majoritario com Tr=15,32, sendo que no caso do extrato
produzido pelo fungo C.elegans ATCC 9245 observa-se ainda alguns picos de produtos
minoritarios. Sendo assim, esse processo foi selecionado para ser realizado em escala
ampliada, fornecendo, portanto o extrato codificado como EBPCe (Extrato de
Biotransformacéo da Plumbagina por C.elegans ATCC 9245- 385mg).

A andlise do perfil cromatografico do extrato EBPCe, mostrou que ndo houve
consumo nenhum da plumbagina, e consequentemente ndo houve a formacgdo de
produtos de biotransformacdo esperados pelo mesmo, conforme cromatograma
apresentado na Figura 64. Sendo assim, os estudos de biotransformacéo desse substrato

foram inviabilizados.
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Figura 64. Cromatograma do extrato de biotransformacdo da plumbagina em
escala ampliada. Cromatdgrafo Waters, Coluna Sinergi Polar RP, fase movel constituida
por gradiente de acetonitrila e agua (20-100% Fase organica em 35 minutos), vazao de
0,8ml min™, volume de injecdo de 30pL, deteccio em UV 260nm e analise a
temperatura ambiente.
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Com relacéo a baixa reprodutibilidade de todos os processos realizados em escala
preparativa € possivel sugerir duas hipotese. Uma delas é de que essas reagdes ndo
sejam robustas o suficiente para serem reprodutivas ou a de que o derivado que havia
sido observado durante a escala analitica, ndo apresentava estabilidade suficiente sendo
entdo reconvertido em uma versdo mais estavel, nesse caso ao proprio material de

partida da reagdo.

4.9. Caracterizacao estrutural dos metabolitos obtidos

4.9.1. Menadiona

Figura 65. Estrutura quimica numerada da 2-metil-1,4-naftoquinona ou menadiona.

A naftogquinona 2-metil-1,4-naftoquinona (Figura 65) também conhecida como
menadiona, empregada nas reacGes de biotransformacéo, foi adquirida comercialmente
da empresa Sigma Aldrich®, apresentando, segundo laudo que a acompanha, entre 95%
e 98% de pureza. A confirmacdo estrutural desse substrato foi realizada utilizando-se a
técnica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono (RMN de ‘H e de
BC)e comparagdo com dados previamente descritos por Zielenkiewicz ate al., 2007. Os

dados espectroscopicos obtidos encontram-se descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) da menadiona (C3Dg0)

o 'H, multiplicidade,

Posigdo (J Hz), integral sC
1 - 184,6
2 - 133,9
3 6,919 (1,5) 1H 133,8
4 - 185,3
5 8,04 m1H 125,8*
6 7,84 m 1H 126,3**
7 7,84m 1H 132,5**
8 8,04 m1H 125,1*
9 - 135,5
10 - 148,3
11 2,17 d (1,5)3H 15,6

* e ** podem ser trocaveis entre si

O espectro de RMN de *H da menadiona (Apendice 1) permite observar a

presenca de dois multipletos (m) integrados para 2H cada, com deslocamentos tipicos de

hidrogénios encontrados em anéis aromaticos. Um dos sinais mencionados se encontra

em Oy 8,04 correspondente aos hidrogénios das posi¢des 5 e 8 e o outro em oy 7,84,

correspondente aos hidrogénios 6 e 7. Pode-se observar também a presenca de um

quadrupleto integrado para 1H encontrado em dy 6,91, regido tipica de um hidrogénio

de ligacéo dupla (J = 1,5 Hz referente ao acoplamento com os hidrogénios da metila na
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posicao 11), atribuido ao hidrogénio da posi¢do 3 (o em relagdo a carbonila) . Por fim
observa-se um dubleto (J=1,5) integrado para 3H em &y 2,17, atribuido aos hidrogénios
metilicos da posicdo 11. No espectro de RMN de **C (Apéndice 2) observa-se a
presenca de 11 sinais, dentre eles os sinais dos carbonos carbonilicos das posigdes C1
e C4 do nucleo quinondide , localizados respectivamente em ¢ 185,3 e ¢ 1859 e o
sinal dos atomos de carbono olefinicos em 8¢ 149,0 e 8¢ 126,2, referentes ao C2 e C3,
respectivamente. Pode-se observar também a presenca do carbono da metila na posicado
Cl1 em oc 16,3.

Os dados obtidos por espectrometria de massas (ionizacdo por electrospray em
modo positivo) mostrou o ion de m/z 173 ([M+H]) que sugere uma massa molecular de

172 Da, consistente com a estrutura da molécula (Apéndice 3) .

4.9.2. BM1
O metabolito BM1 foi identificado como 2-metil-1,4-hidroxi-naftalenodiol (Frei

et al., 1986), e sua estrutura quimica esta apresentada na Figura 66.

OH

11

10

OH

Figura 66. Estrutura quimica numerada do metabdlito BM1
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A anélise do espectro de *H (Apéndice 4) de BM1 mostrou grande similaridade
com o0s sinais da menadiona utilizada como substrato para a reacdo de
biotransformacdo. Observa-se a presenga de sinais de hidrogénios aromaticos em 0oy
8,16 (m) e 8,11 (m), integrados para 1H cada, além de um sinal em 6y 7,90 (m),
integrado para 2H. Pode-se observar também o sinal em 6y 6,96 (q J=1,5Hz) integrado
para 1H referente ao hidrogénio da posicdo H-3, ¢ o sinal em dy 2,25 (d, J=1,5)
integrado para 3H referentes aos hidrogénios metilicos da posicdo H-2, todos eles
presentes também no espectro da menadiona.

Diferentemente do espectro da menadiona, pode-se observar a presenca de dois
sinais na regido de deslocamento de hidrogénios carbindlicos em oy 3,94 (singleto
largo) e 3,98 (s), indicando que houve a reducdo das carbonilas da posi¢do H-1 e H-4 a
alcoois.

O espectro de carbono (Apéndice 5) esta condizente com a proposta estrutural,
pois além dos sinais caracteristicos dos carbonos da metila, dos aromaticos e sp2 da
menadiona, observou-se a presenca de dois sinais referentes a carbonos carbinolicos em
dc42,4 ¢ 8¢ 53,1.

No entanto, pode-se verificar ainda a presenca dos sinais referentes as carbonilas
em dc 186.,4 3 d¢c= 185,7, que indicam que esse composto ndo se encontra apenas nessa
forma, mas em equilibrio com sua forma oxidada equivalente a prépria menadiona. Os

dados espectroscdpicos obtidos encontram-se descritos na Tabela 10.
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Tabela 10: Dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) de BM1 (C3DsO)

Posicéo

o 'H, multiplicidade,
(J H2), integral

o Bc

1

10

11

3,98 s 1H

6,96 q (1,5) 1H
3,94 s(1)
8,16 m 1H
7,90 m1H
7,90m 1H

8,11 m1H

2,25d (1,5) 3H

53,1

149,3

136,3

42,4

127,0*

134,7**

133,2**

126,1*

1347

136,3

20,1

* e ** podem ser trocaveis entre si
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4.9.3. BM2
O metabolito BM2 foi identificado como 2-metil-1-hidroxi-naftalenol (Chara et

al., 2007), e sua estrutura quimica esta apresentada na Figura 67.

OH

11

10

Figura 67. Estrutura quimica numerada do metabélito BM2

A anélise do espectro de 'H da amostra BM2 (Apéndice 6) mostrou grande
similaridade de sinais com o metabdlito BM1. Observa-se a presenca de sinais de
hidrogénios aromaticos em &y 8,07 (m) e 8,03 (m), integrados para 1H cada ¢ 6y 7,84
(m), integrado para 2H. Pode-se observar também o sinal em oy 6,89 (q J=1,5Hz)
integrado para 1H referente ao hidrogénio da posi¢do H-3, e o sinal em &y 3,21 (d,
J=1,5) integrado para 3H referente aos hidrogénios metilicos da posi¢do H-11, todos
eles presentes também no espectro da menadiona, além de um sinal na regido de
deslocamento de hidrogénios carbinolicos em 6y 3,98 (S) integrado para 1H, indicando
que houve a reducdo apenas da carbonila da posigéo C-1.

O espectro de *C (Apéndice 7)esta condizente com a proposta estrutural, pois
além dos sinais caracteristicos dos carbonos da metila, dos arométicos e sp2 também
apresentado por BM1, observou-se a presenca de um sinal referente a um carbono
carbinodlicos em 6c 53,1. No entanto, pode-se verificar ainda a presenga dos sinais

referentes as carbonilas em 6¢ 186,2 3 dc= 185,7, que indicam que essa amostra também
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esta em equilibrio com sua forma oxidada equivalente a prépria menadiona. Os dados

espectroscépicos obtidos encontram-se descritos na Tabela 11.

Tabela 11: Dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) de BM2 (C3D¢0)

Posicéo

o 'H, multiplicidade,
(J Hz), integral

o °c

1

10

11

3,98s1H

6,89 q (1,5) 1H

8,03 m1H

7,84 m1H

7,84m 1H

8,07/ m1H

3,21d (1,5) 3H

53,1

149,2

136,2

186,2

126,9*

134,6**

133,0**

126,5*

134,6

136,2

16,3

* e ** podem ser trocaveis entre si

4.9.4. BM3

A anélise do espectro de RMN de *H (Apéndice 8) do metabélito BM3 mostrou

que este composto apresenta 0s mesmos sinais encontrados no espectro da prépria

menadiona utilizada como material de partida. Foi possivel observar a presenta dos
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sinais dos hidrogénios aromaticos em 6y 8,07 (m — integrado para 2H) e &y 7,72 (m-
integrado para 2H), o sinal do hidrogénio vinilico referente a posi¢do H3 em 3y 6,84 (q,
J=1,5 Hz — integrado para 1 H) e a presenca do sinal dos hidrogénios metilicos da
posicdo H-11 em &y 2,20 (d, J=1,5 Hz — integrado para 3H). O espectro de *C
(Apéndice 9)também esta de acordo com a estrutura da menadiona, com destaque para
os carbonos das carbonilas da posicdo C1 e C4 em oc 1851 e em oc 185,7,
respectivamente, o sinal dos carbonos vinilicos em 8¢ 149,0 e 8¢ 136,2 correspondentes
as posicdes C2 e C3, respectivamente além do carbono metilico da posigdo C11 em 3¢
16,20.

Se considerarmos o fato de que o tempo de retencdo no CLAE-DAD do pico
referente ao metabdlito BM3 ndo era 0 mesmo do apresentado pela menadiona e que
foram observadas diferencas também no espectro no ultravioleta, pode-se sugerir que o
produto de biotransformacéo inicialmente formado e isolado foi convertido a menadiona
, provavelmente por essa ser uma molécula de estrutura quimica mais estavel que a do
produto original. Outra observacdo importante é a de que o0 espectro desse composto,
atribuido como da menadiona, apresenta menos impurezas do que o espectro obtido a

partir da menadiona comercial.
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4.9.5. BM4

O metabdlito BM4 foi identificado como 1,2,3,4-tetrahidro-2-metil-1,4-
naftalenodiol (Argabright et al., 1965), e sua estrutura quimica esta apresentada na
Figura 68.

OH

CHj;

10

OH

Figura 68. Estrutura quimica sugerida para o metabdlito BM4

Analisando o espectro de 'H do composto BM4 (Apéndice 10), é possivel
verificar a presenga de um metabolito principal e que este se trata de uma naftoquinona
derivada da menadiona, obtida pelo processo de biotransformacdo, uma vez que 0 pico
referente a essa substancia ndo foi encontrado nos controles do experimento.

Observam-se sinais que podem ser atribuidos aos hidrogénios aromaticos em oy
8,03 (dd), oy 7,82 (m), &y 7,73(m) e 64 7,50 (m) integrados para 1H cada, referentes,
respectivamente aos hidrogénios das posi¢cdes H5, H7, H6 e H8, bem como o sinal
integrado para 3H em &y 1,33 (d) referente aos hidrogénios metilicos da posi¢cdo H11. O
metabolito isolado, também ndo possui o sinal do hidrogénio H3 em 64 6,91, referente
ao hidrogénio olefinico da posi¢do a a carbonila em C4 da menadiona. Pode-se observar
também a presenga do sinal do hidrogénio carbindlico, em 64 5,06 (m) integrado para
1H . Observa-se também o sextupleto de dupleto em oy 2,77 (J= 4,3 e 6,7 Hz),0 duplo
tripleto (dt) em oy 2,49 (J=4,3 e 12,3 Hz) e um multipleto (m) em &y 1,90, integrados

para 1H cada, e o sinal hidrogénios metilicos (d) da posigdo 11 em oy 1,33 integrado
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para 3H com a constante de acoplamento de 6,7 Hz. Observa-se também a presenca do
sinal de um outro hidrogénio carbindlico em doy-= 3,81, (m , integrado para 1H) . Como
ndo houveram alteracdes nos demais sinais do espectro, é possivel sugerir que, nesse
metabolito, tenha ocorrido também a reducdo da carbonila em C4 & um alcool.

Os dados de RMN de **C (Apéndice 11) sdo compativeis com a proposta
sugerida. Neste espectro, observa-se o desaparecimento do sinal do carbono dos dois
grupos carbonilicos das posi¢cfes C1 e C4 no ndcleo quinondide . O aparecimento do
sinal em &¢ 55,6 ¢ 6c 51,4 € compativel com o sinal de carbonos contendo um grupo
hidroxilico de um alcool, reforcando a sugestdo da reducdo das duas carbonilas. Foi
observado o sinal de um carbono metilénico em d¢ 40,3, porém ndo se observou a
presencga do sinal do carbono referente a posicdo C2, o que pode ter ocorrido por o
sinal correspondente a esse carbono ter o mesmo deslocamento de C3 ou ainda por estar
sendo ocultado pela presenca do sinal do solvente em Jc 48,7. Os dados

espectroscopicos obtidos encontram-se descritos nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12: Dados de RMN de *H (400 MHz) de BM4 (C3DgO)

Hidrogénio 6 'H BM4
H-1 5,06-dd—-J=4,3e11,3
H-2 2,77-sd-J=43¢e6,7
H-3A 2,49 -dt-J=4,3e11,3
H-3B 1,90 -m
H-4 3,81m
H-5 8,03 -dd*
H-6 7,73-m **
H-7 7,82 -m**
H-8 750-m*
H-11 1,33-d-J=6,7

* e ** podem ser trocaveis entre si
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Tabela 13: Dados de RMN de *C (100 MHz) de BM4 (C3Ds0)

Carbono 6 °C BM4
C-1 55,6
C-2 Nao observado
C-3 40,3
C-4 514
C-5 126,7
C-6 126,8
C-7 128,6
C-8 125,0
C-9 128,4
C-10 134,8
C-11 23,2

A andlise desse metabolito por espectrometria de massas (Apéndice 12),
realizada por electrospray em modo positivo mostrou a presenca do ion de m/z 179
([M+H]") sugerindo uma massa molecular de 178 Da, condizente com a proposta

estrutural.

4.9.6. BM5
O metabolito BM5 foi identificado como 2-metil-1-hidroxi-naftalenol (Boyland
& Mason, 1951) , e sua estrutura quimica esta apresentada na Figura 69.
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CH,
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0]

Figura 69. Estrutura quimica sugerida para o metabdlito BM5
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Analisando o espectro de 'H de BM5 (Apéndice 13), é possivel verificar a
semelhanca estrutural com o metab6lito BM 4. Observam-se sinais que podem ser
atribuidos aos hidrogénios aromaticos em oy 8,03 (dd), 6y 7,81 (m), dy 7,72(m) e oy
7,50 (m) integrados para 1H cada, referentes, respectivamente aos hidrogénios das
posi¢oes HS5, H7, H6 e HS, bem como o sinal integrado para 3H em oy 1,33 (d)
referente aos hidrogénios metilicos da posicdo H11l. Diferentemente dos sinais do
espectro de *H da menadiona, o metabdlito isolado, ndo possui o sinal do hidrogénio H3
em Oy 6,91, referente ao hidrogénio olefinico da posi¢do a a carbonila em C4. Pode-se
observar também a presenca de um sinal na regido tipica de deslocamento de um
hidrogénio carbinodlico, em oy 5,06 (dd J=4,8 e 11,3 Hz) integrado para 1H. Observa-se
um sextupleto de dupleto em oy 2,77 (J= 4,3 e 6,7 Hz), um duplo tripleto (dt) em oy
2,49 (J=4,3 e 12,3 Hz) e um multipleto (m) em 6y 1,90, integrados para 1H cada. A
analise do espectro mostrou também a presenca do sinal dos hidrogénios metilicos da
posicdo 11 integrado para 3H na forma de um dupleto (d), assim como no espectro da
menadiona, porém no caso dessa outra substancia, esse sinal se encontra menos
deslocado (64 1,33) e com a constante de acoplamento alteradas para 6,7 Hz. O
desaparecimento do sinal do hidrogénio na posicdo 3 sugere que tenham ocorrido
modificagdes naquela posicao. Os sinais de hidrogénio que aparecerem entre oy 2,77 €
1,90 e o sinal dos hidrogénios da metila em H1l, bem como suas respectivas
multiplicidades, apontavam uma reducéo da ligacao dupla entre H2-H3, com a entrada
de um hidrogénio em cada uma dessas posi¢cdes. A presenca do sinal do hidrogénio
carbinolico em 8y 5,06 também indica a reducao da cetona em C1 & um alcool.

Os dados de RMN de *3C (Apéndice 14) sdo compativeis com a proposta
sugerida. Neste espectro, observa-se o desaparecimento do sinal do carbono do grupo

carbonilico da posicdo C1 no nucleo quinondide, restando apenas a carbonila da posicdo
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C4 em ¢ 199,5. O aparecimento do sinal em 6¢ 67,2, € compativel com o sinal de um
atomo de carbono contendo um grupo hidroxilico de um alcool, refor¢cando a sugestao
da reducdo da carbonila. Diferentemente do espectro da menadiona, ndo foram
observados os sinais dos carbonos olefinicos e sim o sinal de dois carbonos metilénicos
em O¢c 41,6 e d¢c 41,0 correspondentes as posi¢des C2 e C3 . Os dados espectroscdpicos

obtidos encontram-se descritos nas Tabela 14 e 15.

Tabela 14: Dados de RMN de *H (400 MHz) de BMS5 (C3Dg0)

Hidrogénio o 'H BM5
H-1 5,06-dd—-J=4,3e11,3
H-2 2,77 -sd-J=4,3e6,7
H-3A 2,49 -dt-J=4,3e11,3
H-38 1,90-m
H-5 8,03-m~*
H-6 7,72-m **
H-7 7,81-m**
H-8 7,50 -m*
H-11 1,33-d-J=6,7

* e ** podem ser trocaveis entre si

Tabela 15: Dados de RMN de *C (100 MHz) de BM5 (C3Ds0O)

Carbono 6 °C BM5
C-1 67,2
C-2 41,6
C-3 41,0
C-4 199,5
C-5 126,4
C-6 127,3
C-7 130,8
C-8 126,4
C-9 133,4

C-10 148,0

C-11 14,7
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A andlise desse metabdlito por espectrometria de massas de alta resolugdo
(Apéndice 15), realizada por electrospray em modo positivo mostrou a presenca do ion
de m/z 177 ([M+H]") sugerindo uma massa molecular de 176 Da, condizente com a
proposta estrutural. A analise de dados da literatura mostrou que esta molécula néo é
inédita, e ja foi descrita em uma publicacdo de 1951 sobre a reducdo de para-quinonas
utilizando o hidreto de aluminio e litio como agente redutor (Boyland & Mason, 1951).
No entanto, essa publicagdo ndo descreve os dados de RMN da molécula em questéo,

inviabilizando a comparacéo dos dados obtidos.

4.9.7. BM6

A anélise desse espectro de RMN de H (Apéndice 16) de BM6 mostrou a
presenca de muitos sinais diferentes, indicando que essa amostra ndo se trata de uma
substancia pura. No entanto, pode-se perceber que existem diversos sinais nas regioes
tipicas de deslocamento dos hidrogénios da menadiona e de seus derivados, indicando
que se pode tratar de uma amostra contendo mistura de naftoquinonas e ndo de uma
amostra contendo apenas impurezas. Além disso, pela pureza prévia do pico do
metabdlito CLAE-DAD, pode-se sugerir que os compostos ali presentes possam ser

inter convertiveis.

4.9.8. BM7
O metabolito BM7 foi identificado como dimero da menadiona (Azuma et al.,

2012), e sua estrutura quimica esta apresentada na Figura 70.
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Figura 70. Estrutura quimica sugerida para o metabdlito BM7

Analisando o espectro de 'H (Apéndice 17) dessa substancia, é possivel
verificar a presenca de um metabdlito principal e que este se trata de uma naftoquinona
derivada da menadiona, obtida pelo processo de biotransformacdo, uma vez que o0 pico
referente a essa substancia ndo foi encontrado nos controles do experimento.

Assim como no espectro do material de partida (menadiona), foi possivel
observar os sinais atribuidos aos hidrogénios aromaticos em 6y 8,15 (m) 6y 8,13 (M), oy
7,88 (m) e oy 7,83(m) integrados para 1H cada. O sinal do hidrogénio metilico da
posicdo 11 da menadiona, também esta presente no espectro desse derivado, porém na
forma de um singleto com o deslocamento quimico em &y 2,10 (3H). A diferenga
principal entre os dois espectros se da pela auséncia do sinal do hidrogénio da posicdo 3
(posicéo alfa em relacdo a carbonila) sem o aparecimento de outros sinais no espectro.

A andlise desse metabolito por espectrometria de massas de alta resolucéo
(Apéndice 18), realizada por electrospray em modo positivo mostrou a presenca do ion
de m/z 365 ([M+Na]) sugerindo uma massa molecular de 342 Da. Sendo assim,
sugeriu-se que este composto trata-se de um dimero da menadiona. Os dados de RMN
de *C sdo compativeis com a estrutura quimica sugerida para este derivado. Os

espectros desses compostos estdo na Tabela 16.
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Tabela 16: Dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) de BM7 (C3DgO)

o 'H, multiplicidade,

Posigdo (J Hz), integral sC
1 - 185,8
2 - Né&o observado
3 - Né&o observado
4 - 181,7
5 8,15m 1H 126,7
6 7,83 m 1H 127,0
7 7,83m 1H 127,0
8 8,13 m 1H 126,7
9 - 134,0
10 - 1355
11 2,11s3H 8,75

4.9.9. Lausona metoxilada
A naftoquinona 2-metoxi-1,4-naftoquinona (Figura 71) também conhecida como
lausona metoxilada (Valente et al, 2007), empregada nas reagdes de biotransformacao
também foi adquirida comercialmente da empresa Sigma Aldrich®, apresentando,
segundo laudo que a acompanha, 98% de pureza. A confirmacdo estrutural desse
substrato foi realizada utilizando-se a técnica de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e de carbono (RMN de *H e de **C, Apéndice 19 e 20, respectivamente). Os

dados espectroscépicos obtidos encontram-se descritos na Tabela 17.
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Tabela 17: Dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) da lausona metoxilada
(C3D60)

o 'H, multiplicidade,

Posigdo (J Hz), integral sC
1 - 180,0
2 - 160,3
3 6,2s1H 136,2
4 - 184,7
5 8,13 m 1H 126,9*
6 7,77 m 1H 134,3**
7 7,77m 1H 134,6**
8 8,08 m 1H 126,5*
9 - 148,4
10 - 149,0
11 3,9s3H 16,3

* e ** podem ser trocaveis entre si

Figura 71. Estrutura quimica numerada da 2-metoxi-1,4-naftoquinona ou lausona
metoxilada
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O espectro de RMN de 'H da lausona metoxilada (Apendice 18) permite
observar a presenca de dois multipletos (m) integrados para 2H cada, com
deslocamentos tipicos de hidrogénios encontrados em anéis aromaticos. Um dos sinais
mencionados se encontra em oy 8,13 correspondente aos hidrogénios das posigdes 5 e 8
¢ o outro em oy 7,77, correspondente aos hidrogénios 6 e 7. Pode-se observar também a
presenca de um singleto integrado para 1H encontrado em dy 6,20 atribuido ao
hidrogénio da posi¢do 3 (a em relagdo a carbonila) . Por fim observa-se um singleto
integrado para 3H em &y 3,9, atribuido aos hidrogénios metilicos da posi¢cdo 11. No
espectro de RMN de *C (Apéndice 19) observa-se a presenca de 11 sinais, dentre eles
0s sinais dos carbonos carbonilicos das posices C1 e C4 do nlcleo quinondide |,
localizados respectivamente em ¢ 184,7 e 6¢c 180,0 e o sinal dos 4&tomos de carbono
olefinicos em d¢c 149,0 ¢ dc 126,2, referentes ao C2 e C3, respectivamente. Pode-se
observar também a presenga do carbono da metila na posi¢cao C11 em ¢ 56,3.

Os dados obtidos por espectrometria de massas de alta resolugéo (ionizagédo por
electrospray em modo positivo) mostrou o ion de m/z 189 ([M+H]") e o ion m/z 211
([IM+Na]") que sugere uma massa molecular de 188 Da, consistente com a estrutura da

molécula (Apéndice 21) .
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4.9.10. BLM1
O metabdlito BLM1 foi identificado como lausona (Elavarasan et al., 2014)
conforme estrutura quimica apresentada na Figura 72.

O
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O

Figura 72. Estrutura quimica sugerida para o metabdlito BLM1

A andlise do espectro de RMN de 1H (Apéndice 22), apresentou apenas 0S
sinais dos hidrogénios aromaticos em dy 7,84 (m, integrado para 2H) e em 6y 8,10 (m,
integrado para 2H), e o sinal do hidrogénio da posicdo H-3 em &y 2,67 (s (largo),
integrado para 1 H). Nesse espectro, pode-se notar também a presen¢a do sinal do
hidrogénio da hidroxila em 644,02 (s (l) ).

O espectro de RMN de *C (Apéndice 23) também esta de acordo com a
proposta realizada. Pode-se notar a presenga dos sinais dos carbonos das carbonilas em
dc 184,8 e oc 181,9, referentes a posicdo C4 e C1 respectivamente, os carbonos da
ligacdo dupla entre C2-C3 em d¢ 156,3 ¢ &¢ 110,7, bem como dos carbonos
aromaticos.Os dados de RMN obtidos estdo listados nas tabelas abaixo (Tabela 18 e

19).
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Tabela 18. Dados de RMN de 'H do metabdlito BLM 1 (600 MHz, C3DgO,
multiplicidade, J em Hz).

Hidrogénio BLM 1 (C3D60) Lausona (CDCI3)

H-2 4,02 —s(l) Né&o observado
H-3 6,27 —s(I) 6,37 -5
H-5 7,84 -m 7,76 -m
H-6 8,10-m 8,12-m
H-7 8,10 -m 8,12-m
H-8 7,84-m 7,76 -m

Tabela 19. Dados de RMN de *C do metabélito BLM 1 (600 MHz, C3D¢O,

Carbono LBM 1 Lausona
C-1 183,1 181,9
C-2 160,6 156,3
C-3 112,2 110,7
C-4 187,1 184,9
C-5 127,1 126,7
C-6 136,0 135,3
C-7 134,6 133,7
C-8 127,5 126,5
C-9 132,1 129,4

C-10 134,0 132,9

A andlise desse metabdlito por espectrometria de massas de alta resolucao,
realizada por electrospray em modo positivo mostrou a presenca do ion de m/z 175
([M+H]") sugerindo uma massa molecular de 174 Da, condizente com a proposta

estrutural (Apendice 24).
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4.10. Considerac0es a respeito dos derivados obtidos

A Figura 73 esquematiza as principais reacoes de biotransformacao realizadas a

partir da menadiona.

OH OH

A\ o
S Y \\‘x
= O
Y
E.coli (sélida) Q‘ E.coli (sélida)
-
- >

BMS Menadiona g BM 4

E.coli (liquida)

Figura 73. Produtos de biotransformacao da menadiona

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que todas as modificacbes
moleculares foram realizadas no ndcleo quinonoide dos compostos, ndo havendo
portanto alteracfes na porcdo aromatica das moléculas. Pode-se se observar que 0s

micro-organismos avaliados tem a capacidade de reduzirem as naftoquinona, tanto em
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relacdo a carbonila das moléculas, gerando as correspondentes hidroquinonas, quanto
reduzindo também a ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3.

Os compostos BM1 e BM2 foram formados na maioria dos processos, e embora
essa reacao pareca ser facilitada, acredita-se que ndo seja um processo espontaneo pois
0S mesmos compostos ndo foram observados nos controles experimentais analisados.
Pode-se afirmar que a bactéria E.coli se mostrou bastante eficiente em biotransformar a
estrutura da menadiona, produzindo diferentes metabdlitos nos cultivos liquido e solido.
Os compostos BM4 e BM5 s6 foram produzidos nos experimentos em meio sélido,
enquanto o dimero BM7 s6 foi observado durantes os cultivos liquidos. Todos esses
derivados puderam ser isolados, identificados e avaliados quanto a sua citotoxicidade.

Os fungos A.alliaceus, C.elegans ATCC 9245 e 10028b foram capazes de
promover uma desmetilacdo da estrutura da lausona metoxilada, produzindo a lausona.
Essa hidroxinaftoquinona é bastante conhecida e estudada, mas ainda ndo foram
encontrados na literatura relatos de formacdo desse composto a partir da lausona

metoxilada ( Figura 74).

O O
O\ OH
' C.elegans ATCC 9245
C.elegans ATCC 10028b BLM1
(0]
A.alliaceus

Lausona metoxilada

Figura 74. Biotranformacao da lausona metoxilada por fungos

Uma das dificuldades mais comuns dos estudos de biotransformacdo se da em

relacdo ao rendimento apresentado pelos produtos produzidos, que por ser usualmente
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muito baixo, torna muitas vezes inviavel seu isolamento e avaliacdo de suas propriedades
biologicas. Neste trabalho, foi possivel obter os derivados das naftoquinona em quantidades
suficiente para o isolamento e identificacdo estrutural desses derivados bem como para 0s
ensaios de avaliacdo citotoxica dos derivados obtidos. Os rendimentos reacionais dos

produtos de biotransformacao estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Rendimento reacional dos produtos de biotransformacao.

Rendimento Reacional
Produto Micro-organismo
(mg)
BM1 C.elegans ATCC 10028B 4,1
BM2 C.elegans ATCC 10028B 8,2
BM4 E.coli (solido) 4,9
BM5 E.coli (sdlido) 3,2
BM7 E.coli (liquido) 1
BLM1 C.elegans ATCC 10028B 9,1

4.11. Avaliacéo da citotoxicidade das naftoquinonas e metabdlitos obtidos

Dentre todas as atividades bioldgicas apresentadas pelas quinonas, a atividade
citotdxica é destacada pelo grande nimero de trabalhos reportados na literatura.

Neste sentido, no presente trabalho avaliou oito naftoquinonas utilizadas como
material de partida para as reacGes de biotransformacéo, bem como de 6 derivados
obtidos com o intuito de comparar a seletividade dos compostos em questdo (Figura
75). A citotoxicidade induzida pelas naftoquinonas substituidas foi avaliada sobre

linhagens celulares normais de adenocarcinoma mamario (MCF-7) e tumorais de
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adenocarcinoma pulmonar (A549) e de tumor cervical (HelLa), bem como também em
uma linhagem celular de fibroblastos humanos GM07402-A. O ensaio do MTT que se
baseia na viabilidade mitocondrial (MOSMANN, 1983) foi o meétodo utilizado. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 21.

De um modo geral, pode-se afirmar que nenhum dos substratos apresentou
elevada citotoxicidade se comparada aos valores apresentados pela doxorrubicina
durante os ensaios. No entanto, através dos valores de Clsy obtidos pode-se verificar que
pequenas variacBes no esqueleto de uma molécula podem significar alteracdes na
atividade citotdxica apresentada. De modo geral os resultados variaram dependendo do
tipo de quinona e da célula escolhida, o que dificulta a correlacdo entre a relagdo
estrutura, atividade e/ou seletividade para esses compostos. Pode-se observar que nédo
houve seletividade na atividade contra células normais e tumorais, sendo que essas
guinonas parecem ser um pouco mais toxicas para células normais do que para as
células tumorais avaliadas. O lapachol, uma naftoquinona muito conhecida por sua
atividade antitumoral, apresentou valores altos de ICsy para as células da linhagem
normal de fibroblastos humanos GM074002-A e muito baixos para células de linhagens
tumorais, como por exemplo a SKBR3 de origem de células tumorais mamarias, sendo
portanto mais eficiente para essa finalidade (Silva, E.O., 2014).

A naftoquinona que apresentou nos ensaios realizados maior citotoxicidade foi o
composto BM7, identificado como dimero da menadiona. Apesar de ndo possuirem
valores de Clso baixos, as naftoquinonas isoméricas 1,2- e 1,4-naftoquinona possuem
diferencas marcantes para todos os tipos de células, sendo que, a orto-naftoquinona se
mostrou mais citotoxica que seu isdmero, para-quinona em todas as linhagens. Dentre
os resultados obtidos para os metabolitos de biotransformacdo da menadiona, pode-se

observar que 0s compostos que apresentaram reducdo das carbonilas, tiveram sua
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citotoxicidade diminuida, e quando houve consecutiva reducdo da ligacdo dupla do
nacleo quinonoide, esse efeito diminuiu ainda mais. Os derivados que apresentaram
modificacdo na cadeia lateral da naftoquinona mantendo as carbonilas apresentaram
citotoxicidade maior do que os demais.

De forma geral, a menadiona apresentou os menores valores de Cls, exceto
frente a linhagem Hela, apresentando, portanto, maior citotoxicidade entre seus
derivados. A biotransformacdo da naftoquinona lausona metoxilada forneceu um
produto de desmetilacdo, a lausona. A andlise da atividade citotdxica desses compostos
mostrou que esse produto, é mais toxico que a lausona metoxilada empregada como
material de partida. No entanto, a 5-hidroxinaftoquinona, também utilizada nas reacdes
de biotransformacéo, apresenta valores de Clso menores do que a lausona, evidenciando
sua maior citotoxicidade.

Os efeitos citotdxicos de quinonas tém sido relacionados, por alguns estudos, a
uma propriedade quimica intrinseca da unidade quinonoidica, associada a outros fatores
estruturais, 0s quais sdo responsaveis pela intensidade da atividade antitumoral (Da
Silva et al., 2003; Garuti, et al., 2004). Outros estudos tém relatado também que o efeito
citotoxico apresentado por estes compostos depende diretamente da natureza dos
substituintes associados ao grupo quinonoidico, uma vez que 0S mesmos podem
interferir no equilibrio do sistema quinoide afetando a ocorréncia do ciclo redox e
consequentemente, a producdo de EROs (Garuti, et al., 2004; Benites et al., 2008a e b;
Benites et al., 2009). Farias (2014) verificou que a toxicidade das 1,4-naftoquinonas
substituidas € influenciada principalmente pelos substituintes ligados diretamente ao
nucleo naftoquinona onde grupos doadores e aceptores de elétrons modulam as
propriedades eletronicas do atomo de nitrogénio presente nessas moléculas, facilitando

ou dificultando a ocorréncia do ciclo redox (Benites et al., 2009).
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Ficou clara a importancia da presenca das carbonilas no ndcleo quinonoide para

que as naftoquinona possam exercer os efeitos citotdxicos.

o (0] o [¢]
o) . OH ‘ 0.
1,2-naftoquinona 1,4-naftoquinona Lausona
o

o o)

o o Lausona metoxilada

CHy
I H
Plumbagina Vitamina K1 3

Menadiona o) o]

ﬁﬁ

5-hidroxi-naftoquinona

0
BM 4 ° BM7
OH
0

Figura 75. Estruturas quimicas das naftoquinona avaliadas nos ensaios de
citotoxicidade

OH

BMS5 o
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Tabela 21 - Valores de Clso (micromolar) obtidos para as naftoquinonas e seus produtos
de biotransfomacéo frente as linhagens celulares tumorais e normal.

LINHAGENS CELULARES

Substancia GMO07492-A MCF-7 A549 Hela
1,2-naftoquinona 1563+3,4 1977+2,2 >6329 1002+7,1
1,4-naftoquinona 4945+5,2 >6329 >6329 >6329

Vitamina K1 1043+4,0 >2222 >2222 >2222

Menadiona 804+2,8 1249494  1670%7,1 1170+9,5

5-hidroxinaftoquinona 675+5,3 1159+6,5 1789+5,2 670£8,2

Plumbagina 543+8,4 417+6,4  1009+3,4 22529

Lausona metoxilada 2723%3,3 >5319 >5319 1659+4,6
BLM 1 (lausona) 1734454 1088+7,0 >5747 833+5,3
BM1 2401+6,7 >5681 >5681 >5681
BM2 1820+4,3 1256+4,8 >5747 301+3,3
BM4 4412+29 >5617 >5617 1942+3,7
BM5 2327%3,5 >5681 >5681 >5681
BM7 36345,3 295+2,0 846+3,7 752449

Doxorrubicina 31,2 26,6 27,8 27.8
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5. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos com o presente projeto é possivel concluir que

-O processo de particdo liquido-liquido empregando acetato de etila foi eficiente
para as extragdes das naftoquinonas durante os experimentos de biotransformacao.

- Com excegdo da menadiona, da lausona metoxilada e da vitamina K1, as
demais naftoquinonas envolvidas na proposta do projeto ndo apresentaram estabilidade
nas condicbes experimentais empregadas para 0s estudos de biotransformacao
requeridas pelos micro-organismos estudados. Esse processo foi ainda mais critico com
relacdo aos experimentos utilizando bactérias, que requerem meios de cultura mais
complexos para crescimento e o0s constituintes desses meios podem interferir no
comportamento dessas moléculas dificultando e inviabilizando os estudos.

- A adicdo dos substratos na fase estacionaria dos micro-organismos foi a melhor
estratégia para as reacdes de biotransformacéo.

-Os fungos C.elegans ATCC 10028b , A.alliaceus e a bactéria E.coli foram
capazes de biotransformar a menadiona, produzindo 6 produtos de biotransformacao.
Dentre as modificacGes realizadas, destacam-se as reducdes e dimerizacdes. Vale
ressaltar que os diferentes cultivos de E.coli resultaram na formacdo de diferentes
produtos de biotransformacdo. As reacdes promovidas por essa bactéria sdo bastante
relevantes considerando que esta bactéria esta presente no intestino de todos os
individuos.

- Os fungos C.elegans ATCC 10028b, ATCC 9245 e A.alliaceus realizaram a
desmetilacdo da lausona metoxilada, formando a lausona, uma das naftoquinona de
maior importancia bioldgica.

- Mesmo com o0 aumento no tempo de incubacdo, nenhum dos micro-organismos

utilizados foi capaz de metabolizar a Vitamina K1. Sugere-se que a cadeia carbénica
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que este composto apresenta na sua cadeia lateral atue de forma a impossibilitar a
ocorréncia de biotransformacgéo.

- Atraves dos ensaios realizados, pdde-se perceber pela anélise dos valores de
Clso, que alteraces pequenas no esqueleto dos substratos altera significativamente os
resultados obtidos. As substancias avaliadas pareceram ser relativamente mais toxicas
para a linhagem celular normal avaliada do que frente as linhagens tumorais. De todas
as substancias avaliadas e caracterizadas, a menadiona e a plumbagina apresentaram-se
mais toxica que as demais. No entanto, se compararmos os valores obtidos ao do
controle positivo utilizado, pode-se afirmar que, de um modo geral, todas as substancias
avaliadas possuem atividade citotoxica baixa. Vale afirmar ainda, que foi possivel
observar a importancia da manutencdo das carbonilas do ndcleo quinondide para a

atividade citotoxica apresentada pelas mesmas.
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Apéndice 3. Espectro de massas e alta resolucdo da menadiona (ESI-TOF)
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Apéndice 12. Espectro de massas em alta resolucdo da amostra BM4
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Apéndice 15. Espectro de massas em alta resolucdo da amostra BM5
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