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RESUMO

Os microrganismos endofiticos, alvo desse trabalho, foram isolados da espécie
vegetal Tapirira guianenses Aublet. e foram nomeados como TG1, TG9, TG24. Com o
objetivo de avaliarmos a resolucéo cinética promovida pela biotransformacdo a partir das
células integras dos fungos endofiticos, foi realizada a analise por Espectrofotometria, a 245
nm, para a deteccdo da acetofenona formada durante a reacdo de transaminacdo do
substrato rac-metilbenzilamina. O microrganismo TG1 apresentou os maiores valores de
bioconversdo, segundo o método de leitura por espectrofotometria, ap6s 72 horas de
incubacdo no meio reacional, atingindo uma concentragdo em micromolar de
aproximadamente 0,35 (x0,001). Enquanto os microrganismos TG9 e TG24 apresentaram
uma concentracdo em micromolar de aproximadamente 0,1 e 0,36, em 96 e 120 horas
respectivamente. Os resultados evidenciam a presenca de w-transaminases expressas pelos
fungos endofiticos estudados.
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INTRODUCAO

O termo endofitico refere-se aos fungos que colonizam os tecidos internos das plantas
em uma relagdo mutualista e sem causar dano aparente. Por outro lado, os fitopatogénicos séo
responsaveis por causar distirbios no metabolismo celular da planta (SCHULTZ; BOYLE,
2005). Esses fungos estabelecem uma relacdo de equilibrio com seu hospedeiro, entre seus
mecanismos de viruléncia e os mecanismos de defesa da planta, apresentando também um
aparato quimio-enzimatico diferenciado.

O emprego de micro-organismos na sintese de blocos de aminas ja € descrito na
literatura, em estudos realizados por Vasconcelos e colaboradores (2014), a producdo do
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quimioterapico Taxol foi realizada pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae, isolado da
espécie Taxus brevifolia.

Nesse mesmo contexto, blocos de aminas sdo também amplamente usadas para sintese
de compostos bioativos e medicamentos (KOSZELEWSKI et al., 2010). Como por exemplo,
0 (R)-4-fenilbutan-2-amina é um precursor do anti-hipertensivo dilevalol (CLIFTON, 1982); a
(S)1-fenil-1-propilamina é precursor de um potente agente antidepressivo (CORBETT, 2007);
e a (S)-2-amino-1-metoxipropano € usado na producdo de herbicidas metolacloro (S-
Dimetenamida-P) (KOSZELEWSKI et al., 2010). A (5)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina
(amina comercial), utilizada nesse trabalho, € empregada na sintese da norsertralina. A
norsertralina é estruturalmente semelhante a sertralina, e esta atualmente em ensaios clinicos
na Sepracor, com estudos para o tratamento da depressdao, como um seletivo inibidor da
recaptacao da serotonina (ISRS) (THALEN et al, 2009).

Nesse contexto estdo as m-transaminases, que Sd0 enzimas que podem ser expressas
por micro-organismos, como os fungos endofiticos, que por apresentarem um aparato
qguimioenzimatico diferenciado sdo capazes de expressas um vasto nimero de enzimas, como
as transaminases e lipases.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi coletado pela Profa. Dr?. Tatiana Konno- NUPEM- UFRJ/Macaé,
no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba em 2011, no Municipio de Quissamd. A
exsicata foi depositada no herbario da UFRJ-RJ sob o numero de registro RFA 38757. Os
fungos endofiticos associados a espécie vegetal foram isolados a partir das folhas, por
colaboradores do grupo, sendo os fungos codificados como TG1, TG9 e T24 os escolhidos
para os estudos no presente trabalho.

O fungo endofiticos foram crescidos em placa de Petri contendo Agar batata dextrose
(BDA) por 7 dias, a temperatura de 30 °C. Em seguida, 6 fragmentos dos micélios crescidos
(0,5 cm de diametro) foram adicionados em Erlenmeyers contendo 6 mL de meio pré-
fermentativo e 0,5mM de piridoxina. A pré-cultura foi incubada sob agitacdo de 120 rpm, 30
°C, por 5 dias. A massa micelial obtida foi totalmente inoculada com 10 mL de meio
fermentativo Czapek modificado (HILARIO et al, 2012) e com 50mM da amina comercial
rac-metilbenzilamina. A mistura reacional foi agitada em incubadora refrigerada tipo Shaker
a 30°C e 120 rpm por 120 h (CLAY et al, 2010; JIANG et al, 2014). Para os controles com as
enzimas utilizou-se um equivalente de piruvato como aceptor do grupo amino, o piridoxal-5’-
fosfato (0,2 mM) e o acido piravico (50 mM) (CLAY et al, 2010; JIANG et al, 2014).
Aliguotas de 500 pL foram coletadas de 24h em 24h, ao longo dos 5 dias, e

analisadas por espetrofotometria a 245 nm, em uma placa de 96 pogos, para identificacdo da
acetofenona.

As amostras obtidas foram particionadas com acetato de etila e posteriormente
analisadas por Cromatdgrafo em fase Gasosa acoplado a Espectrémetro de Massas (CG-EM)
a fim de se identificar a possivel conversao a cetona pré-quiral correspondente.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Com o isolamento dos fungos endofiticos a partir da espécie vegetal Tapirira
guianenses Aublet, as cepas TG1, TG9 e TG24 (Figura 1), isoladas das folhas da espécie
vegetal, foram alvo do presente estudo.
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Figura 1: Foto dos fungos endofiticos TG1, TG9 e TG24 isolados da espécie vegetal Tapirira
guianenses Aublet, por Bruno Marco, em janeiro de 2016.

No trabalho de Queiroz (2015) a reacdo de transaminacdo do substrato rac-
metilbenzilamina foi monitorada através da deteccdo da acetofenona formada no meio
reacional, uma vez que apresenta absorcdo a um comprimento de onda de 245 nm. Essa
absorcéo esta relacionada com o grupo carbonila presente na molécula da acetofenona, o qual
estd conjugado com o sistema aromatico.

Com base na curva de calibragéo obtida da acetofenona (r>=0,9702) (Figura 2), foi
avaliado o percentual de converséo a acetofenona.
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Figura 2: Gréfico da curva de calibracdo da acetofenona.

Conforme pode ser observado na figura 3, os fungos endofiticos obtiveram maior taxa
de conversdo ap6s 72h de incubacdo, apresentando uma concentracdo de aproximadamente
0,4 mM. Enquanto o controle positivo com a transaminase (S)-seletiva de V. fluvialis atingiu
uma concentracdo em micromolar de 0,10 (x0,010) em 48 horas de incubacao.
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Figura 3: Gréfico referente a variacdo na concentracdo de acetofenona por tempo de cultivo
dos fungos endofiticos TG1, TG9 e TG24. A média dos experimentos representam 0s
resultados realizados em triplicata.

E importante ressaltar que esse resultado considera a metodologia com células
integras, que por sua vez apresentam caracteristicas irregulares e com alteracdes metabolicas
que podem ocasionar mudancas quanto a enzima liberada ao longo de um determinado tempo
pelo complexo enzimatico do microrganismo (VALADARES, 2013; LOPES et al, 2014).

CONCLUSOES

No trabalho de Queiroz (2015) esse perfil de atividade também foi observado para
fungos endofiticos, em especial para o Stemphylium lycopersici, isolado das folhas da espécie
vegetal Humiria balsamifera, que manteve a concentracdo em mM de acetofenona em torno
de 0,125 mM (£0,012), em 48 horas de incubacéo.

Nesse contexto, os fungos TG1, TG9 e TG24 apresentaram resultados de grande
relevancia, considerando o uso do fungo integro como biocatalisador, e ndo a enzima isolada.
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