(’Q( ) Anais do Il Simpésio de Bioquimica e Biotecnologia
-e( ‘, — Trabalho Completo apresentado na se¢cdo: POSTER

HISIMBBTEC

Londrina 2013

Reducao de chalconas utilizando cultura de
células de Cereus peruvianus

Renata Costa Sinzker'?, Arthur Antunes Ferrarezi!, Débora Jacomini', Claudete
Aparecida Mangolin?, Arildo José Braz de Oliveira® e Regina Aparecida Correia
Gongalves’

lUniversidade Estadual de Maringa — Departamento de Farméacia — Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas - CEP 87020-900 Maringa — Parana - E-mail: resinzker@yahoo.com.br
2Universidade Estadual de Maringa — Departamento de Bioguimica
CEP 87020-900 Maringa — Parana
3Universidade Estadual de Maringa - Departamento de Biologia Celular e Genética
CEP 87020-900 Maringa - Parana

RESUMO

Cereus peruvianus é um cacto conhecido como "mandacaru” e que produz varios compostos de
interesse econdémico, farmacologico e industrial. Os tecidos de calos foram mantidos em meio
Solido até serem transferidos para frascos de cultura contendo a substincia a ser
biotransformada e tampao fosfato pH 7,0 sendo mantidos em agitador orbital. Atualmente os
quimicos organicos sintéticos tém utilizado reagbes enzimaticas na sintese de intermedidrios
enantiomericamente puros para preparar moléculas opticamente ativas de interesse
farmacologico, agroguimico e alimenticio. O objetivo do presente estudo foi reduzir chalconas,
utilizadas como substratos nas reagcoes de biocatslise, utilizando células de tecidos de calos de
C. peruvianus. Esta cultura de células apresentou a capacidade de reducdo regiosseletiva das
enonas avaliadas. A partir destes resultados, pode-se concluir que as células utilizadas na
biocatdlise expressam enzimas do tipo redutase podendo entdo atuar como biocatalisadores em
reagoes orgénicas de reducdo de duplas ligagoes.
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INTRODUGAO

Nos Ultimos anos a cultura de células de plantas vem sendo utilizada nas transformacdes
de importantes classes de compostos tais como os fenilpropandides, terpendides e alcaloides.
Muitas vezes estas biotransformagbes fornecem substancias que normalmente ndo estdo
presentes na natureza e possuem atividades bioldgicas importantes 1. As enzimas presentes nas
culturas destas células sdo capazes de catalisar reagOes estéreo, quimio e regiosseletivamente,
bem como resolver misturas racémicas ou transformar compostos prd-quirais, com vantagens
sobre as sinteses quimicas. Diversas reacOes de biotransformagdo por cultura de células de
plantas foram descritas nos Ultimos anos como, por exemplo: hidroxilacdes, glicosilacdes, oxido-
reducdes de alcoois e cetonas, epoxidacao, reducdes de duplas ligacdes, redugbes de
nitrocompostos. A cultura de células em suspensdao de C. peruvianus expressa as enzimas
envolvidas em processos de oxidacdo-reducdo e diversos tipos de esterases’ o que as tornam
uma fonte de enzimas, abrindo a possibilidade de emprega-la como um catalisador bioldgico na
sintese organica.
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Os quimicos organicos sintéticos a partir da década de 90 tém
utilizado as reacdes de biocatalise e biotransformacdo como metodologias para a sintese de
intermedidrios enantiomericamente puros ou enriquecidos®. O presente trabalho teve como
objetivos avaliar a capacidade enzimatica expressa em células de Cereus peruvianus em cultura
para interconverter chalconas para posteriormente serem utilizadas como biocatalisadores
potenciais em Sintese Organica.

MATERIAL E METODOS

Os tecidos de calos foram obtidos da cultura mantida por 20 anos no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Biologia Celular e Genética da UEM. Estes
calos sdo mantidos em meio Murashige e Skoog® contendo vitaminas do meio B5°, 0.8% de
agar, 4.0 mg/L de acido 2,4-diclorofenoxiacético e 4.0 mg/L de N-(2-furanylmethyl)-1H-purine-
6amine. Para avaliar a capacidade das células de Cereus peruvianus em realizar reacdes de
reducdo foram utilizados os substratos (2E)-1,3-djphenylprop-2-en-1-one (1) e (2E)-3-(1,3-
benzodioxol-5-yl)-1-phenylprop-2-en-1-one (2) sintetizados e os padrdes racémicos foram
preparados para acompanhar as reagdes biocatalisadas.

Os alcoois racémicos foram sintetizados a partir da reducdo com NaBH, (Figura 2)° das
correspondentes cetonas (Figura 1) utilizadas como substratos.

Figura 1. Substratos utilizados nas reagdes de biocatalise:
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Figura 2. Sintese de alcoois racémicos
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As reacOes de biocatdlise foram efetuadas transferindo-se assepticamente 7,59 (peso
fresco) de células de C. peruvianus para 9 frascos de cultura tipo Schott de 250,0mL contendo
50,0mL de tampao fosfato (0,1M pH 7,0). As chalconas (30mg/frasco) foram dissolvidas em
1mL de etanol e adicionadas separadamente em 8 frascos. No frasco adicional ndo houve adigao
do substrato sendo este considerado como controle. Todos os procedimentos citados
anteriormente foram realizados em capela de fluxo laminar. Os frascos foram incubados em um
agitador rotatdério e mantidos por 5 dias sob agitacao (120rpm) a 28°C. Apds este periodo, o
meio reacional e as células foram separados através de filtragao a vacuo.

O meio reacional filtrado foi transferido para um funil de separacao de 250,0mL para
extracdo com trés porgoes de acetato de etila (30,0mL/extracao).

As células foram submetidas a trés extracdes com metanol (30,0mL/extracdo). A cada
extracdo adicionou-se 30,0mL de metanol a biomassa, manteve-se por 20 minutos no
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ultrassom, para rompimento das células, apds este periodo a suspensao
resultante foi mantida sob agitagdo em agitador magnético por 24 horas e filtrada a vacuo. As
fracoes de metanol foram reunidas e particionada em agua (30,0mL) e acetato de etila
(30,0mL), sendo posteriormente realizada a extragdo com duas porgOes de acetato de etila
(30,0mL/extragao).

Todas as fragdes organicas foram secas sobre Na,SO, anidro, evaporadas a vacuo, e
submetidas a analise por cromatografia em camada delgada (CCD), sendo a fase movel:
hexano/acetato de etila 90:10 (v/v). Para revelacao foi utilizada solucao de p-anisaldeido e 2,4-
dinitrofenilhidrazina (Figura 03 e 04).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na maioria dos trabalhos envolvendo reacoes de biotransformacao e utilizando cultura
de células vegetais observa-se que as reagdes ocorrem no meio em que as células estdo
suspensas, porém quando realizou-se este tipo de extracao, utilizando apenas o meio reacional
nao obteve-se nenhum produto e observou-se um desaparecimento dos substratos adicionados
ao meio. Portanto fez-se necessario a utilizagdo de um método extrativo que possibilitasse a
obtencdo dos possiveis produtos contidos no interior das células.

Ao utilizar as células de Cereus peruvianus para promover a reducdo das cetonas
esperava-se obter a formacdao de alcoois tais quais os padrOes racémicos preparados em
laboratdrio, porém analises de CG/EM e RMN de H e 13C mostraram que a ligacao dupla entre
os carbonos a e B do substrato (1) foi reduzida ao invés da carbonila, conforme descrito em
trabalhos anteriores’.

Figura 03: CCD do substrato (1): S = substrato, PR = padrao racémico, PB = produto da reagdo
de biocatalise extraido da biomassa. Revelador quimico utilizado na placa A foi p-anisaldeido e
na placa B foi 2,4-dinitrofenilhidrazina, fase mdvel: hexano/acetato de etila 90:10 (v/v).
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Figura 04: CCD do substrato (2): S = substrato, PR = padrao racémico, PB
= produto da reacdo de biocatdlise extraido da biomassa. Revelador quimico utilizado na placa
C foi p-anisaldeido e na placa D foi 2,4-dinitrofenilhidrazina, fase mével: hexano/acetato de etila
90:10 (v/v).
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CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que as células utilizadas na biocatalise
expressam enzimas do tipo redutase podendo entdo atuar como biocatalisadores em reagoes

organicas de reducao de duplas ligacdes. Portanto a cultura de células de Cereus peruvianus
representa uma nova fonte biocatalisadora para redugao regiosseletiva de enonas.
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