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Resumo

Pazini, Francine. Preparacdo de derivados funcionalizados do novo proto6tipo de
farmaco neuroativo LASSBio 581 por bioconversdo. Orientadores: Eliezer J.
Barreiro e Valéria de Oliveira. Rio de Janeiro, 2006. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A utilizagao de microrganismos como biocatalisadores eficientes € descrita desde
civilizagbes antigas ndo apenas para producdo de horménios e antibidticos, mas na
sintese régio e estéreoseletiva de farmacos, nos estudos do metabolismo (modelo
microbiano do metabolismo animal) e na geragcdo de moléculas com atividade
melhorada, diferente ou menos toxica do que a do composto de partida originadas da
biodiversidade enzimatica fungica. Diante da atividade catalitica documentada para
diferentes microrganismos, descrevemos neste trabalho a aplicagdo da bioconversao
com fungos filamentosos para preparagdo de uma série de derivados funcionalizados a
partir do novo protétipo de farmaco neuroativo LASSBio 581. Cunninghamella
echinulata ATCC 9244 e Mortierella isabelina NRRL 1757 foram os fungos filamentosos
escolhidos para realizagcao dos ensaios em escala semi-preparativa devido a respectiva
capacidade de produzirem um dos derivados em maior quantidade ou um maior numero
de derivados em relagdo as demais cepas testadas. As analises dos dados obtidos por
ressonancia magnética nuclear de protons e a espectrometria de massas sugerem a
formagdo de compostos hidroxilados e glicosilados nas posi¢coes 4’ e 4”, metilados e
hidroxilados com abertura do anel c, dihidroxilados em 4’ e 4” e diglicosilados em 4”.
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Abstract

Pazini, Francine. Preparation of functionalizated derivatives of the new neuroactive
lead compound LASSBio 581 by bioconversion. Orientadores: Eliezer J. Barreiro e
Valéria de Oliveira. Rio de Janeiro, 2006. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

The utilization of microorganisms as efficient biocatalysts goes back in time since
old civilizations not only for the production of antibiotics and hormones, but also for
regio and stereoselective synthesis of drugs or metabolism studies (microbial models of
mammalian metabolism) and production of molecules with improved, different or less
toxic activity originated by the fungal enzymatic biodiversity. Besides catalytic properties
documented for different microorganisms, this work describes the application of
bioconversions with filamentous fungi for preparation of a series of functionalizated
derivatives by the new neuroactive lead compound LASSBio 581. Cunninghamella
echinulata ATCC 9244 and Mortierella isabelina NRRL 1757 were the filamentous fungi
choose for carrying out the assays in laboratorial scale due to respective capacity of
production one those derivatives in high yields or variety compared to others assayed
strains. The analysis of NMR "H and MS spectra suggest the formation of hydroxylated
and glicosylated derivatives in the 4’ and 4” position, methylated and hydroxylated with
opening the ring c, dihydroxylated in 4’ and 4” and glicosylated in 4”.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOCONVERSAO E SINTESE DE FARMACOS

A utilizagcdo de microrganismos como biocatalisadores altamente eficientes, é
descrita desde civilizagbes antigas com o aprendizado de fazer o vinho e o queijo. Esta
pratica ndo se restringe apenas a utilizacdo de microrganismos para producédo de
antibidticos e hormdénios, mas também a sintese enzimatica regio e estereosseletiva de
produtos quimicos e farmacéuticos (AZERAD, 1995; ABOURASHED et al., 1999). A
sintese exclusiva ou preferencial de um estereoisbmero, em casos onde a pureza o6tica
€ fundamental, mostra-se essencial para determinagdo da qualidade dos compostos
formados, ja que dois enantioméros podem apresentar acgbdes diferentes nos
organismos vivos em relacdo a acgdes biolégicas e toxicidade (FABER, 1997;
OLIVEIRA, 2000).

Inimeras sao as vantagens da utilizacdo de enzimas a catalise quimica
usualmente empregada, principalmente com relacdo a velocidade das reagbes
catalizadas, as condi¢cbes de realizagao dos ensaios, a versatilidade que apresentam
como reagentes e a seletividade para reacdes catalisadas por elas (AZERAD, 1995). A
proporcao de ocorréncia das reagdes promovidas por enzimas podem ser mais rapidas
do que as observadas em catalise quimica, atuando em condi¢gdes brandas de analise,
como pH entre 5 e 8, temperatura entre 20 e 40°C e solvente aquoso. Além disso, as
enzimas apresentam a capacidade de minimizar reagdes indesejaveis como
decomposi¢gdo, isomerizagdo, racemizagdo oOu rearranjos inoportunos que

freqUentemente interferem nas metodologias quimicas (AZERAD, 1995).



A acdo das enzimas em seus substratos naturais € geralmente muito seletiva,
especialmente considerando todos os tipos de seletividades quimicas possiveis:
quimiosseletividade (agcdo em grupamentos quimicos especificos); regio e
diastereosseletividade (discriminagao entre grupos funcionais idénticos localizados em
posicoes estruturalmente diferentes da molécula do substrato); enantiosseletividade
(discriminagdo entre substratos enantioméricos ou grupos enantiotépicos de um
substrato pro-quiral). A enantiosseletividade de biocatalisadores que podem ser
utilizados para discriminacdo enantiotépica de moléculas pré-quirais podem levar a
criacdo de novos centros quirais, representados por um enantidbmero simples, em um
rendimento teodrico de 100% (ABOURASHED et al., 1999).

A sintese da buprenorfina, um potente agonista parcial de receptores morfinicos
subtipo u, pode ser efetuada a partir de intermediarios demetilados, formados a partir
do derivado A da tebaina, por reagbes microbianas regiosseletivas de N e O-
demetilagdo com Cunninghamella echinulata NRRL 1384 (Figura 1) (ABEL et al., 2003).

Carboxiesterases microbianas que incluem lipases e esterases catalisam a
hidrélise de diversos ésteres naturais e nao naturais, frequentemente apresentando alta
enantiosseletividade e regiosseletividade. 1,2-O-isopropilideno glicerol (IPG) € um
importante ligante quiral de bloqueio da sintese de muitos componentes opticamente
ativos, tais como glicerofosfolipideos, B-bloqueadores, prostaglandinas e leucotrienos.
Devido ao valor comercial associado as substancias IPG enantioméricas puras Re S, e
ao alto custo associado a sintese quimica destes compostos, Molinari et al. (2005)
demonstraram em seus estudos a importancia da descoberta de enzimas microbianas
que promovessem a hidrélise enantioseletiva de diferentes ésteres IPG racémicos

usando cepas de Streptomices que comprovaram tal atividade, por ensaios de



biotransformagao, antes observados em outros microrganismos (Rhodococcus

erythropolis, espécies de Bacillus).

Derivado A da tebaina

HsCO
<., ; HOT"CH;
“ H " CH; Transferéncia C(CH3)3

de N para O-metil HO

HOT"CH;
C(CH3)3

Figura 1. Esquema proposto para biotransformagdo do derivado A da tebaina por
Cunninghamella echinulata NRRL 1384, com formagao de intermediarios para sintese
da buprenorfina (ABEL et al., 2003).

Além da aplicagcdo das bioconversdes para sintese regio e estereosseletiva de

farmacos, os microrganismos sao capazes de gerar uma biodiversidade de compostos



que podem conduzir a novos protoétipos de farmacos. Os produtos formados pela agao
de fungos filamentosos podem, entre outras vantagens, gerar produtos com agao
melhorada, diferente ou menos téxica que a do composto de partida (CERNIGLIA et al.,
1989; HEZARI, DAVIS, 1992; AZERAD, 1995).

O fenantreno, um hidrocarboneto aromatico policiclico, apresenta como
principais sitios de metabolizagdo em mamiferos a dihidroxidagao nas posicdes 9 e 10
do anel aromatico. Bioconversao deste composto por Cunninghamella elegans,
segundo trabalho de Cerniglia et al. (1989), propiciou a formacdo de produtos
diidroxilados nas posigbdes 1,2, 3,4 e 9,10 (metabdlito observado em mamiferos) e
glicosilado na posicao 1 representando a biodiversidade fungica na geragao de novos

compostos (Figura 2).

: : @@ OH
P OH
HO OH
OH
Fenantreno O@

Figura 2. Estruturas quimicas dos derivados formados a partir da incubagdo do
fenantreno com Cunninghamella elegans (CERNIGLIA et al., 1989).




1.2 BIOCONVERSAO E METABOLISMO DE FARMACOS

A aprovagao de um farmaco para uso na terapéutica compreende extensivos
estudos que determinem sua eficacia e segurancga, sendo a elucidagao do metabolismo
uma etapa muito importante para esta avaliagao (AZERAD, 1999).

O conhecimento sobre a rota metabdlica € util ndo s6 no desenho de novos
farmacos, mas no aperfeicoamento daqueles ja existentes. Geralmente, o metabolismo
de farmacos ocorre através de varias vias, cada uma consistindo numa série de
reagdes que resultam na formagdo de novos compostos (metabdlitos) que também
podem ser farmacologicamente ativos. Em vista disso, no desenvolvimento de um
farmaco novo é importante documentar o comportamento de seus produtos de
metabolismo, assim como o farmaco precursor no organismo (AZERAD, 1999).

O estudo do metabolismo dos farmacos é essencial para o completo conhecimento
de fatores farmacocinéticos relevantes ao seu uso adequado e seguro, j4 que um
farmaco tém sua utilidade terapéutica medida em funcdo da acido benéfica que ele
exerce sobre um dado sistema biolégico (DONATO, O'CONNOR, 2004). A
biotransformacdo de farmacos € geralmente considerada como uma reagdao de
detoxificacdo, responsavel pela conversao de farmacos em outros produtos no
organismo antes e depois que eles atinjam seus sitios de agao (AZERAD, 1999).

Os farmacos sdo metabolizados por processos enzimaticamente catalizados.
Véarias enzimas encontradas no organismo, especificas ou n&o, catalisam o
metabolismo de xenobidticos e farmacos de forma estereoespecificas, com o objetivo
de converter o farmaco lipofiico em metabdlitos mais polares e, portanto mais
facilmente eliminados (AZERAD, 1999). Muitos farmacos e outros xenobidticos sao

metabolizados por enzimas normalmente associadas com o biossintese e metabolismo



de constituintes enddgenos, como esteroides, eicosanodides, vitamina D3, retindides e
aminas biogénicas (OMURA, 1999; DIAZ, 2001; WILLIANS, LEMKE, FOYE , 2002).

O figado é o principal sitio de metabolizagao de farmacos, embora outras enzimas
metabolizadoras de xenobidticos sdo encontradas no tecido nervoso, rins, pulmao,
plasma e trato gastrintestinal (secre¢des digestivas, flora bacteriana e parede intestinal)
(WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002). As reacbes envolvidas nestes processos sao, por
conveniéncia, classificadas em reacgdes de Fase | e Fase || (AZERAD, 1999; WILLIANS,

LEMKE, FOYE, 2002; BARREIRO, SILVA, FRAGA, 1996).

Farmaco . Metabdlitos . Metabdlitos
(Hidrofobico) Reagdes de Fase | fyncionalizados Reagdes de Fase Il copjugados
(Hidrofilicos) (Excregao)

Biopolimeros
> (Toxicidade)

Metabalitos
» conjugados
(Excregao)

Figura 3. Transformagao metabdlica de farmacos.

As enzimas de Fase |, em geral, sdo capazes de transformar inumeros substratos
e catalisar reagdes diferentes. Trata-se de proteinas cataliticas de natureza diversa,
incluindo enzimas com atividade de monoxigenases como o citocromo P-450 ou a
flavina monoxigenase, diversas oxidases (alcool desidrogenase, aldeido
desidrogenase, amino oxidases, aromatases), epoxido hidrolases ou esterases e,
amidases hepaticas e plasmaticas. Destas o citocromo P-450 é a mais importante e

amplamente estudado (Figura 4) (DONATO, 2004; WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).




redutases hidrolases
peroxidases

Flavina
monoxigenases

Citocromo P450

Figura 4. Participagdo de diferentes enzimas de Fase | envolvidas no metabolismo de
xenobioticos (adaptado de DONATO, 2004).

O estudo do metabolismo de farmacos tradicionalmente é realizado em modelos
animais, perfusdo em 6rgaos e culturas de células normais ou malignas. Modelos
microbianos podem consistir em uma alternativa ou pelo menos um complemento aos
estudos em sistemas animais, haja visto que podem imitar o metabolismo de mamiferos
e fornecer algumas informacgdes pertinentes sobre o destino metabdlico de um farmaco
(ROSAZZA et al., 1979; SMITH, ROSAZZA, 1983; SARIASLANI, 1991; ABOURASHED
et al., 1999; AZERAD, 1999). As transformacbes enzimaticamente promovidas na
estrutura quimica dos farmacos podem acarretar profundas alteragdes na resposta
bioldégica, uma vez que modificagcbes moleculares, ainda que singelas, podem alterar
significativamente o farmacéforo, dificultando sua interagdo com o biorreceptor original,
ou ainda, favorecendo novas interagbes com outras biomacromoléculas,
correspondendo a novos e distintos efeitos bioldgicos, algumas vezes responsaveis

pelos efeitos deletérios de um farmaco (BARREIRO, SILVA, FRAGA, 1996).



A utilizagdo de microrganismos como modelo para estudo do metabolismo de
farmacos tem sido bem estabelecido desde o conceito primeiramente introduzido por
Smith e Rosazza em 1974. O conceito de modelo microbiano segundo estes autores
esta fundamentado no fato de que tanto os fungos como os mamiferos sao organismos
eucariotos que apresentam sistema enzimatico similar para a maioria das funcdes
fisiologicas e para o metabolismo de xenobiéticos (ABOURASHED et al., 1999).

Dentre as vantagens da utilizagao de sistemas microbianos, pode-se destacar: a
facil preparacao e o baixo custo dos meios de cultura; apresentam-se como um método
reprodutivo ja que os processos envolvidos sdo de simples repeticdo e a quantidade
dos produtos formados € maior em relagdo aos modelos animais (maior concentragao
inicial do substrato é suportada) favorecendo a deteccéo, identificacdo e elucidagao
estrutural; a manutengcdo das culturas estoques de microrganismos € relativamente
simples e barata em relagdo a manutencgao de culturas de células e tecidos ou mesmo
animais de laboratério; probabilidade de ocorrer transformagbes regio e
estereosseletivas usando diferentes cepas selecionadas pelo screening; possibilidade
da descoberta de novos metabdlitos com maior atividade e menos toxicidade em

relacdo ao composto original. (ABOURASHED et al., 1999; AZERAD, 1999).

1.2.1 REACOES METABOLICAS DE FASE |
1.2.1.1 SISTEMA ENZIMATICO CITOCROMO P-450 (CYP450)

O citocromo P-450, ao longo de sua histéria, foi inicialmente identificado como
um pigmento ligado ao mondxido de carbono microssomal, que quando reduzido
apresentava um pico de absorgcdo unico no comprimento de onda de 450nm. Poucos

anos depois, contudo, sua natureza hemoprotéica foi elucidada por Omura e Sato e a



partir dai, sua importadncia como monoxigenase de funcdo mista (BOSSCHE, 1998;
OMURA, 1999). O sistema enzimatico citocromo P-450 constitui uma superfamilia de
heme-proteinas, presente em numerosas espécies, desde bactérias onde o citocromo
P-450 cam foi o primeiro identificado (Figura 5) a mamiferos, sendo o principal
responsavel pelo metabolismo oxidativo dos xenobidticos. Estas enzimas catalizam o
ataque oxidativo a compostos de natureza organica, de maneira regio e estéreo
especificas e em temperatura fisiolégica (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002; DONATO,
2004). A proporgao com que os varios xenobidticos sdo metabolizados pelo sistema
enzimatico CYP-450 depende de varios fatores tais como espécie, raca, estado

nutricional, tecidos e idade (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).

Figura 5. Estrutura do citocromo P450 1AKD de Pseudomonas putida com cénfora 5-
monoxigenada. A — sitio ativo do grupo heme; Fe — amarelo ; N — azul. O substrato
(circulo rosa) se situa cercado pelo grupo heme (VILLAREJO, 2004)

Varias sao as reacgdes catalizadas pelo citocromo P-450, sendo elas: a oxidacgao

de alcanos e aromaticos; a epoxidacdo de alcenos, hidrocarbonetos policiclicos e

benzenos halogenados; a dealquilagdo de aminas secundarias, aminas terciarias e
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eteres; a conversao de aminas para N-oxidos, hidroxilaminas e derivados nitrosos; e a
dealogenacédo de hidrocarbonetos halogenados (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002;
DONATO, 2004).

Devido a grande diversidade de isoenzimas pertencentes ao sistema enzimatico
citocromo P-450, estas enzimas foram classificadas em familias e subfamilias segundo
critérios filogenéticos e sequéncia de aminoacidos das cadeias polipeptidicas. Para
pertencer a uma mesma familia as monoxigenases CYP450 devem apresentar uma
homologia na sequéncia de aminoacidos > 40% e, homologia > 55% para pertencer a
uma mesma subfamilia. CYP450s foram nomeadas usando como raiz o simbolo CYP
seguida por um numero arabico que determina a familia (CYP1, CYP2, CYP3, etc.), a
letra denominando a subfamilia (CYP1A, CYP2C, CYP2D, CYP2E) e outro numeral
arabico representando o gene individual (WILLIANS et al., 2002; DONATO, 2004). No
metabolismo de xenobidticos, as familias de CYP450 1, 2 e 3 sao as que participam em
maior proporcdo (DIAZ, 2001).

As enzimas citocrdmicas 1A1 e 1A2, pertencentes a familia 1 do citocromo P-450
(CYP1), sdo as que tem participacdo nos processos de biotransformacéao, diferindo
entre si na capacidade de oxidar compostos aromaticos. Enquanto as enzimas CYP1A1
catalisam o metabolismo de poluentes ambientais, as enzimas CYP1A2 participam da
oxidacdo de farmacos tais como tacrina, clozapina, imipramina, antidepressivos,
teofilina, cafeina e naproxeno (DIAZ, 2001). Aproximadamente 35% do metabolismo de
farmacos comumente utilizados, € decorrente da agao da familia 2 do CYP450,
destacando as enzimas 2A6 (oxidagcdo da nicotina), 2C9 (metabolismo da varfarina,
tolbutamida, tamoxifeno e fenitoina), 2C19 (metabolismo da amitriptilina, omeprazol e

fenitoina; metabolizacdo de proguanila a cicloguanila), 2D6 (responsavel pelo
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metabolismo de 20% dos farmacos que sofrem biotransformacao pelo CYP450, entre
eles imipramina, desipramina, fluoxetina, paroxetina, propanolol,haloperidol, tioridazina,
lidocaina e codeina) e 2E1 (metabolismo do acetaminofeno ao produto téxico N-acetil-
p-iminobenzoquinona e biotransformacdo de procarcindgenos). Dentre as enzimas
citocrbmicas, a subfamilia 3A (em destaque isoenzimas 3A4 e 3A5) € a que ocupa o
lugar de maior importancia, sendo responsavel pela biotransformagao de mais de 50%
dos farmacos (eritomicina, claritromicina, indinavir, ritonavir, diazepam, alprazolam,
astemizol, terfenadina, sinvastatina, lovastatina e ciclosporina, entre outros) (DIAZ,

2001).

1.2.1.1.1 NATUREZA DO CYP450

O CYP450 apresenta no minimo dois componentes protéicos: uma
proteina heme chamada citocromo P-450 e uma flavoproteina chamada NADPH-CYP-
450 redutase contendo tanto flavina mononucleotidio (FMN) como flavina dinucleotidio
(FAD) (Figura 6). Destes dois componentes do sistema enzimatico, o CYP450 funciona
como o sitio de ligagdo do substrato e do oxigénio, ao passo que CYP450 NADPH
redutase atua como transportadora de elétrons do NADPH. No processo de
transferéncia de elétrons do NADPH para o CYP450, a fosfatidilcolina mostra-se
essencial, demonstrando grande influéncia sobre o sistema de monoxigenase CYP450

(WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).
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Entrada
Sustrato

Figura 6. Estrutura cristalina do citocromo P-450BM-3-FMN. O dominio heme se
representa em azul e o dominio de flavina em verde, o FMN em amarelo e o grupo
heme em rosa (VILLAREJO, 2004).

De forma geral, a molécula da enzima CYP450 é constituida por uma
combinagao de regides de a-hélice e de grupos rodeando o grupo heme da proteina,
onde as regides mais variaveis sdo as de ligagdo a membrana ou as de unido e
reconhecimento do substrato (Figura 7). O sitio ativo da CYP450 consiste de um
dominio de ligagao ao substrato hidrofébico no qual se encontra o grupo prostético ferro
protoporfirinina (grupo heme). O ferro no grupo prostético esta ligado a quatro
nitrogénios no anel porfirinico. O grupo tiol do aminoacido cisteina, funciona como
quinto ligante ao atomo de ferro do grupo heme e uma molécula de agua como o sexto

ligante (Figura 8) ( WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002; DONATO, 2004).
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« hélices

Figura 8. Estrutura molecular do sitio ativo do CYP450 de Pseudomonas putida
(VILLAREJO, 2004)

Os CYP450s podem ser classificados em quatro classes em fungdo de como os
elétrons séo transportados do NADPH para o centro catalitico da enzima. Os de classe |
utilizam uma redutase que contenha FAD e uma ferro-sulfoproteina (ferridoxina). Os de
classe Il usam uma cadeia transportadora de elétrons e necessitam de uma redutase
do citocromo P-450 que contenha FAD/FMN para transferéncia de elétrons, sdo as mais

abundantes nos eucariotos. Os de classe Il sdo auto-suficientes e ndo requerem um
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doador de elétrons, e os de classe IV recebem os elétrons diretamente do NADPH

(DONATO, 2004).

1.2.1.1.2 LOCALIZACAO DOS CYP450

O citocromo P-450 é uma proteina integral da membrana, onde seus
componentes eletrdnicos estdo localizados no sitio citoplasmatico e o sitio ativo
hidrofébico no lumen do reticulo endoplasmatico (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).

Nos organismos eucariotos, os CYP450 de classe | estdo localizados na
membrana interna da mitocdndria. Nos mamiferos estes CYP450 catalizam diversas
etapas da biossintese de horménios esteroidais e vitamina D3 (DONATO, 2004).

As enzimas de classe Il e as CYP450 NADPH redutases ndo estdo associadas,
mas ambas estdo ancoradas de forma independente na por¢ao externa da membrana
do reticulo endoplasmatico (Figura 9). A atividade de alguns CYP450 sao favorecidas
pela presencga do citocromo b5 que facilita a transferéncia de elétrons do NADPH. Nos
animais, entre as fungbes fisiolégicas desempenhadas estdo a biossintese e o
catabolismo de moléculas sinalizadoras, horménios esteroidais e &cido retindico
(WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002; DONATO, 2004).

Os CYP450 de classe Ill participam da sintese de prostaglandinas em
mamiferos. Além das fungdes biossintéticas, os CYP450 de classe | e de classe Il
participam da metabolizagdo de xenobidticos tanto de plantas como de animais. Sao
responsaveis pelos processos de metabolizacdo de farmacos e dos processos de

detoxificacdo (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002; DONATO, 2004).
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Figura 9. Localizagc&o do sistema enzimatico citocromo P450 na membrana do reticulo
endoplasmatico (DONATO, 2004).

As enzimas do CYP1A1 encontram-se em maior propor¢ao em tecidos
extrahepaticos tais como pulmao, placenta e linfocitos, ao passo que as enzimas CYP
1A2 estdo predominantemente no figado. Dentre as enzimas, com maior participagao
no metabolismo, pertencentes a familia 2 do citocromo P-450, CYP2A6 e CYP2E1 sédo
expressas no figado. As isoenzimas 3A4 e 3A5, da familia 3 do CYP450, estédo
presentes em tecidos como figado, trato gastrintestinal, placenta e pulméo (DIAZ,

2001).

1.2.1.1.3 CICLO CATALITICO DOS CYP450

O mecanismo catalitico para as muitas isoformas de CYP450 isoladas mostra-se
uniforme, ocorrendo em uma série de etapas e interagindo com moléculas do substrato,
doadores de elétrons e oxigénio (Figura 10) (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).

Na etapa A, a ligacédo reversivel do grupo heme da enzima CYP450 com a
molécula do substrato resulta na formagdo de um complexo analogo ao complexo

enzima-substrato (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).
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Na etapa B, o complexo férrico formado entre o substrato e o CYP450 sofre
reducdo para formacdo de um complexo ferroso entre substrato e CYP450 (Fe*" do
grupo heme passa para Fe2+). A reducéao ocorre por um elétron originado do NADPH e
transferido pela flavoproteina, NADPH-CYP450 redutase, do complexo FMNH,/FADH e
pelo aumento no potencial redox originado na etapa anterior (WILLIANS, LEMKE,
FOYE, 2002; DONATO, 2004).

O complexo CYP450 reduzido, na etapa C, rapidamente se liga ao oxigénio
molecular (O2) como um sexto ligante ferroso para formar o complexo oxiCYP450
(WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).

OxiCYP450 sofre auto-oxidagdo a anion superoxido, na etapa D do ciclo. Na
etapa E, o anion superéxido férrico sofre adicional redugdo por um segundo elétron da
flavoproteina (ou possivelmente do citocromo b5) para formar o complexo reduzido em
dois elétrons, peroxiCYP450. O ciclo pode ser interrompido, a partir da subsequente
hidroxilacdo do substrato nesta etapa. Ocorre desequilibrio no anion superdxido
causado por xenobiéticos, formando peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular (O5)
regenerando o ponto inicial do ciclo, o complexo substrato-proteina heme férrica
(WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).

O complexo peroxiCYP450 férrico, na etapa F, sofre clivagem heterolitica do
anion peroxido a agua e a um intermediario altamente eletrofilico perferril oxendide (Fe
=0) ou a um complexo perferril oxigénio-cisteina-porfirina estabilizado por
ressonancia. Esta espécie perferril oxigénio representa a espécie cataliticamente ativa
da oxigenagao (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).

Na etapa G, a retirada de um hidrogénio do substrato pela espécie perferril

oxigénio transfere o radical hidroxila (OH) periférico para o carbono central, a adicéo do
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radical em ligacao 1T ou a retirada de um elétron de um heteroatomo para formacéao de
um radical cation centralizado no heteroatomo do intermediario perferril (WILLIANS,
LEMKE, FOYE, 2002).

A subsequente recombinacgao do radical (religacdo do oxigénio), na etapa H, ou
transferéncia de elétrons (deprotonagado) permite produtos hidroxilados e regeneragao

do complexo enzimatico citocromo P-450 férrico (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).
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Figura 10. Ciclo catalitico do citocromo P450.



18

1.2.1.1.4 MONOXIGENASES DE ORIGEM FUNGICA

A presengca de CYP450 em fungos foi descrita desde 1964, em cepas de
Sacharomyces cerevisae. Através de estudos em uma grande variedade de espécies,
pode-se definir sete diferentes reagdes enzimaticas associadas com os citocromos P-
450 de fungos, incluindo a biossintese do colesterol, fitosterol e ergosterol, a
hidroxilagdo de cadeias longas de alcanos, a hidroxilagdo de &acidos graxos, a
hidroxilagdo do acido oléico e a hidroxilagdo da progesterona. Na biossintese do
colesterol, fitosterol ou ergosterol, uma etapa fundamental é a 14a-demetilagdo do
lanosterol em mamiferos, S. cerevisae, Candida glabrata e C. albicans, catalizada pelo
P-450 14DM (P-450 51) (BOSSCHE, KOYMANS, 1998).

A hidroxilagdo de hidrocarbonetos poli aromaticos (PAHs) por fungos
filamentosos como Cunninghamella elegans, C. echinulata, Mortierella isabelina e
Beauveria bassiana, assim como o envolvimento das enzimas do CYP450 destas cepas
tém sido estudada deste 1982 por Cerniglia et al. O envolvimento destas enzimas em
muitos destes estudos é concluido de maneira indireta como pelo uso de inibidores
especificos do complexo enzimatico citocromo P-450, devido a dificuldade de
purificacdo destas enzimas (BRINK et al., 1998).

Outra classe bem estudada de bioconversdes catalizadas pelo sistema
enzimatico citocromo P-450 sdo as hidroxilagdes estereo-especificas de esterodides.
Fracdes microssémicas capazes de hidroxilar esterdides in vitro tem sido preparadas a
partir de varios fungos filamentosos incluindo Aspergillus ochraceus (11a-hidroxilagao
da progesterona), Botryospaeria obtusa (7B-hidroxilagdo), Cochliobolus lunatus (11pB-
hidroxilagao), Mucor piriformis (14a-hidroxilagdo) e Phycomyces blakesleeanus (7a-

hidroxilagdo). Um envolvimento das enzimas do citoctromo P-450 em hidroxilagbes
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sitio-especificas da progesterona foi observado em varios fungos como Cunninghamella
elegans, Aspergillus fumigatus, Paecilomyces lilacinus e Rhizopus nigricans, de modo
que o envolvimento deste sistema enzimatico nas bioconversdes pode ser claramente
provado em 1995 pela purificacdo da proteina do sistema enzimatico promotor da
hidroxilagao da progesterona por P. blakesleeanus (BRINK et al., 1998).

A para-hidroxilagcdo de benzoatos por Aspergillus niger e a redugdo do 6xido
nitrico por Fusarium oxysporum sao conversdes fungicas que também envolvem o
sistema enzimatico citocromo P-450. Na para-hidroxilagdo de benzoatos, o gene do
CYP450 envolvido € o cyp53, que apresenta genes homodlogos em cepas de
Rhodotorula minuta e Beauveria bassiana. Para redugao do 6xido nitrico, ao contrario,
0 gene envolvido € o cyp55, com sistema comparavel no fungo Cylindrocarpon
tonkinense. O P-450r,y, uma enzima do CYP450, foi isolada do fungo Fusarium
oxysporum e esta envolvida na w-1-w-3 hidroxilagdo de acidos graxos, assim como a

proteina P-450gy3 do Bacillus megaterium (BRINK et al., 1998).

1.2.1.1.5 OXIDAGAO DE HETEROATOMOS

A oxidacdo metabdlica de carbonos aromaticos pelo CYP450 depende da
isoforma da enzima que catalisa a oxidacao e do potencial do componente aromatico,
de modo que estas hidroxilagdes ocorrem em posicdes preditas pelos conceitos de
substituicdo eletrofilica. Componentes aromaticos sdo comumente convertidos a fendis
por mamiferos, sendo também produzidos como principal metabdlito microbiano. Anéis
aromaticos ricos em elétrons sao facilmente hidroxilados, enquanto sistemas deficientes
em elétrons o sdo escassamente ou nem sofrem oxidacdo. Em sistemas di- ou tri-

substituidos, as hidroxilacbes sado direcionadas a posi¢cdes preditas pela sumarizagao
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dos efeitos dos substituintes (SMITH, ROSAZZA, 1983; WILLIANS , LEMKE, FOYE,
2002).

A habilidade de fungos filamentosos de promover hidroxilagbes aromaticas em
acetanilida, anilina, benzeno, acido benzdico, bifenila, clorobenzeno, cumarina,
naftaleno, nitobenzeno, tolueno e trés isbmeros de xilenos foi testada em trabalho
realizado por Smith e Rosazza em 1983. Para tal, foram testadas as capacidades
metabolizadoras de Cunninghamella blakesleeana ATCC 8688a, Aspergillus niger
ATCC 9241, Aspergillus ochraceous ATCC 1158w, Rhizopus stolonifer NRRL 1477 e
Cunninghamella echinulata ATCC 9244. A selegao dos substratos em estudo se baseou
no fato de cada um destes componentes selecionados ja terem sido estudados em
mamiferos, permitindo comparacdo com resultados encontrados pelos modelos
microbianos impostos. Com relagdo aos dados encontrados por Smith e Rosazza
(1983), foi detectado um alto grau de paralelismo entre produtos gerados por mamiferos
e aqueles formados por fungos filamentosos, demonstrando que o padrdao de
hidroxilacdo para os substratos estudados mimetizava a hidroxilacdo em mamiferos.

Foster et al. em 1989 estudou a biotransformagao do bloqueador (B-adrenérgico
propranolol por Cunninghamella echinulata, onde os derivados formados foram
comparados aos metabdlitos humanos. Dois caminhos principais conduzem aos
metabdlitos humanos de Fase | (4-hidroxipropranolol, desisopropilpropranolol, acido-1-
naftoxilactico, propranolol glicol e acido-1-naftilacético) envolvendo a oxidagdo da
cadeia lateral e a hidroxilagdo aromatica. Todos os cinco metabdlitos Fase |
encontrados pela biotransformacdo do propranolol em humanos também foram
formados em incubagdes com Cunninghamella echinulata, indicando a importancia

deste fungo filamentoso em estudos do metabolismo (Figura 11) (FOSTER et al., 1989).
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Figura 11. Estruturas quimicas do propranolol e de seus metabdlitos fase |, humanos e
fungicos (FOSTER et al., 1989).

A Dbiotransformagdo de ebastina, um anti-histaminico, por Cunninghamella
blakesleeana levou a formacdo de carebastina como metabdlito principal, e dos
intermediarios alcool e aldeido. Estudos metabdlicos Fase | em humanos, ratos, porcos
da india, cachorros e macacos também demonstraram a formagao de carebastina como
principal metabdlito estando em concordancia com os estudos realizados com o fungo
filamentoso Cunninghamella blakesleeana. A conversao de ebastina demonstrou desta
forma, ser outro exemplo bem sucedido da utilizagdo de microrganismos para estudos

do metabolismo de farmacos (Figura 12) (SCHWARTZ et al., 1996).
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Figura 12. Estruturas quimicas da ebastina e seu principal metabdlito fase I, carebastina
(SCHWARTZ et al., 1996).

Hidroxilagdo microbiolégica do antidepressivo triciclico ciclobenzaprina (CBP) foi
observada por Zhang Donglu et al. (1996) com Cunninghamella elegans, e os
metabdlitos fungicos gerados foram usados como padrao para investigar o metabolismo
deste farmaco pelo uso de microssomas de figado de rato (Figura 13).

Tem sido reportado que a hidroxilacdo de sistemas aromaticos e ndo aromaticos
com Beauveria bassiana ATCC 7159 é fortemente dependente da existéncia de um
substrato com centro rico em elétrons (amida, sulfonamida, carbamato e outros) que
atua como um grupo de ancoragem para o sitio ativo da enzima. Em vista disso, a
incubacao do lesopitron, um ansiolitico ndo benzodiazepinico, com Beauveria bassiana
ATCC 7159 segundo trabalho de Gotor e Liz (1997)., propiciou a formagdo de um
produto hidroxilado na posicdo 5 da pirimidina (apresentando-se como provavel

metabdlito humano) e um derivado metil glicosilado na mesma posigao (Figura 14).
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Figura 13. Rota metabdlica proposta por Zhang Donglu et al. (1996) para
ciclobenzaprina (CBP) usando Cunninghamella elegans, caldo Sabouraud e tempo de
incubacéo 72 horas.
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Figura 14. Estruturas quimicas dos derivados hidroxilados e glicosilados do lesopitron
formados pela incubagcdo com Beauveria bassiana ATCC 7159 (GOTOR, LIZ, 1997).
Cunninghamella elegans demonstrou capacidade em metabolizar uma grande
variedade de xenobidticos de maneira regio e estereosseletiva similar ao sistema
enzimatico dos mamiferos (MOODY et al.,, 1999, 2000). O antidepressivo triciclico
doxepina, apés metabolizagcdo in vivo (humanos), forma os seguintes metabdlitos
urinarios: (E)-2-hidroxidoxepina, (E)-2-hidroxi-N-desmetildoxepina, (Z) e (E)-N-
desmetildoxepina, (Z) e (E)-doxepina-N-oxido, (E)-2-O-glucuronildoxepina e um amonio
quaternario ligado a um glicuronideo. Os principais metabdlitos obtidos pela incubagao
da doxepina com Cunninghamella elegans e que correspondem aos metabdlitos
encontrados em humanos foram a (E)-2-hidroxidoxepina, (E)-2-hidroxi-N-
desmetildoxepina, (Z) e (E)-N-desmetildoxepina, (Z) e (E)-doxepina-N-6xido,
demonstrando a alta eficiéncia desta cepa na producdo de metabdlitos de
antidepressivos triciclicos e substancias correlacionadas (Figura 15) (MOODY et al.,

1999).
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Além da capacidade de promover a hidroxilagdo da ciclobenzaprina e doxepina,
Cunninghamella elegans também mostrou-se eficiente em biotransformar o
antidepressivo triciclico mirtazapina. Os metabdlitos humanos Fase | e Il descritos para
este farmaco foram: mirtazapina N-Oxido, 8-hidroximirtazapina, N-desmetilmirtazapina,
mirtazapina N-glucuronideo, mirtazapina N-sulfato, 8-hidroximirtazapina glucuronideo,
8-hidroxi-N-desmetilmirtazapina, 8-hidroxi-N-desmetilmirtazapina glucuronideo, 8-
hidroximirtazapina  sulfato e  8-hidroxi-N-desmetilmirtazapina  sulfato. 13-
hidroximirtazapina foi encontrada em estudos de metabolismo realizados em ratos. Pela
incubacdo da mirtazapina com Cunninghamella elegans sete metabdlitos foram
encontrados, sendo: 8-hidroximirtazapina, N-desmetil-8-hidroximirtazapina, N-
desmetilmirtazapina, 13-hidroximirtazapina, mirtazapina N-Oxido, 12-hidroximirtazapina
e N-desmetil-13-hidroximirtazapina. Como descrito por Moody et al. (2000),
Cunninghamella elegans metabolizou a mirtazapina pelas mesmas rotas reportadas em
humanos e animais (sendo: 8-hidroxilagdo, N-oxidagao, demetilagdo e 13-hidroxilagao)
demonstrando apresentar habilidade de mimetizar o metabolismo de mamiferos, assim
como de gerar novos produtos e produzir quantidades uteis para propor o metabolismo

humano e sintese quimica (Figura 16).
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Figura 15. Rota metabdlica proposta por Moody et al. (1999) para doxepina usando
Cunninghamella elegans, caldo Sabouraud e tempo de incubagao 48 horas.
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Figura 16. Rota metabdlica proposta por Moody et al. (2000) para mirtazapina usando
Cunninghamella elegans, caldo Sabouraud e tempo de incubagao 72 horas.

A preparacdo de metabdlitos hidroxilados humanos através do uso de
microrganismos, mostrou-se satisfatoria no estudo do metabolismo do anti-hipertensivo

irbesartan com diferentes cepas de fungos filamentosos e bactérias. Em humanos e
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animais, o metabolismo deste farmaco leva a formagao de pelo menos oito metabdlitos
urinarios: conjugado tetrazol N-B-glicuronideo; metabdlito monohidroxilado na posi¢ao
w-1 da cadeia lateral n-butila e seu derivado correspondente ceto oxidado; o acido
carboxilico resultante da oxidagdo do grupo metil terminal da cadeia lateral; dois
diferentes metabdlitos monohidroxilados resultantes da oxidagdo do anel
espirociclopentano; e dois metabdlitos adicionais com oxidagcdes em duas posicoes.
Incubacdo do ibersantan com cepas de Absidia, Beauveria, Mortierella, Mucor e
Streptomices propiciou a formagado dos metabdlitos hidroxilados A, C, e E, e dos
metabdlitos dihidroxilados D e F representados na Figura 17, destacando o potencial
metabdlico destes fungos em estudos do metabolismo humano (ALEXANDRE, MAURS,
AZERAD, 2004).

Rhazinilama € um componente natural com propriedades antimitéticas. Devido a
inativagdo in vivo deste composto, Décor et al. (2005) realizou estudos de
metabolizagcdo da rhazinilama para detectar os provaveis motivos desta inativacao,
assim como sugestbes para resolugdo deste inconveniente. Os metabdlitos
encontrados tanto em microssomas de figado humano quanto pela incubagédo com
Beauveria bassiana foram formados por oxidacdo das posi¢cdes 3 e 5 da rhazinilama
(Figura 18). Os dois derivados hidroxilados mostraram em estudos realizados pelo
mesmo trabalho, serem muito menos ativos que seu composto de origem e inativos in
vitro, de modo que a inativagdo da rhazinilama no organismo pode ser devido a sua

rapida metabolizagao com formagdo de metabdlitos inativos (DECOR et al., 2005).
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Figura 17. Estruturas quimicas dos produtos hidroxilados e diidroxilados formados a
partir da incubagcdo do irbesartan com diferentes cepas no periodo de 7 dias

(ALEXANDRE et al. 2004).
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Figura 18. Estruturas quimicas dos metabolitos humanos e fungicos do Rhazilinama
(DECOR et al., 2005).
1.2.1.2. REDUCAO

As principais reacdes de reducdo nos atomos de carbono estao relacionadas a
reducdo de aldeidos a alcoois primarios, redu¢cao de cetonas a alcoois secundarios e a
reducado de duplas ligagdes. N-6xidos, compostos nitro aromaticos, hidroxilaminas e
hidrazinas, por sua vez, podem com frequéncia ser reduzidas a aminas (WERMUTH,
1996).

A Dbiotransformagao estereosseletiva da varfarina (anticoagulante oral) foi
estudado por Wong e Davis (1989) com Cunninghamella elegans ATCC 36112 como
um modelo do metabolismo animal. Em adigdo ao metabolismo oxidativo mediado pelo
citocromo P-450 em humanos, a varfarina também é reduzida na cetona da cadeia
lateral formando produtos alcodlicos (9R-varfarina-11R-alcool, 9S-varfarina-11S-alcool,
9R-varfarina-11S-alcool e 9S-varfarina-11R-acool). Todos os metabdlitos encontrados

em humanos, também foram formados pela incubacdo da varfarina com
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Cunninghamella elegans ATCC 36112, demonstrando que a biotransformacgao por este
fungo filamentoso € altamente seletiva como a observada em humanos (Figura 19)

(WONG, DAVIS, 1989).

9R-varfarina-11R-alcool
H4 OH
CH;

OH

X171
H
o O

9S-varfarina-11R-alcool

9S-varfarina-11S-alcool

Figura 19. Estruturas quimicas da varfarina e dos produtos alcodlicos formadas pela
reducao da cetona da cadeia lateral deste anticoagulante (WONG, DAVIS, 1989).
1.2.1.3. HIDROLISE

As amidas e os ésteres sao hidrolizados em humanos por amidases e
estearases presentes no sangue, figado, rins e outros tecidos. Esteres e certas amidas
sao hidrolizadas rapidamente por um grupo de enzimas chamadas carboxiesterases.
(LACROIX, 1997; WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).

A transformagdo microbiana de 7,4’-diacetoxidaidzeina, uma isoflavona, foi
estudada por Miyazawa et al. em 2004 com Aspergillus niger, embora nao haja relatos

do metabolismo humano deste flavondide. Segundo trabalho produzido por estes
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autores, 7,4’-diacetoxidaidzeina foi eficientemente hidrolizada nos carbonos 7 e 4

levando a produgédo do composto daidzeina (Figura 20) (MIYAZAWA et al., 2004).

Aspergillus niger

(@)
7,4'-diacetoxidaidzeina daidzeina

Figura 20. Hidrolise de 7,4’-diacetoxidaidzeina em daidzeina por Aspergillus niger
(MIYAZAWA et al., 2004).
1.2.2. REACOES METABOLICAS DE FASE I
1.2.2.1. METILACAO

As reacoes de metilagao resultam principalmente na formagao de produtos O, N
e S metilados, diferindo dos outros processos de conjugacao ja que os derivados O-
metil formados podem em alguns casos apresentar lipofilicidade e atividade
farmacoldgica tdo grande ou maior que o substrato de origem. A transferéncia do grupo
metil ocorre a partir do intermediario de metionina, a S-adenosilmetionina (SAM), pela
acao de metil transferases (exemplos de compostos metil glicosilados - Figuras 14, 26)

(WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).

1.2.2.2. ACETILACAO
Acetilagdo € principalmente uma reagdo de grupos amino envolvendo a
transferéncia de acetil CoA para aminas alifaticas primarias e aromaticas, aminoacidos,

hidrazinas ou grupos sulfonamidas (WILLIANS, LEMKE, FOYE, 2002).
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A metabolizagio da tranilcipromina, um inibidor da monoamino oxidase usado no
tratamento da depressao, ocorre em mamiferos por N-acetilacdo e hidroxilacdo do anel.
Transformagéo microbiana com Cunninghamella echinulata demonstrou ser um modelo
microbiano satisfatério em estudos de Foster et al. (1991), onde os compostos
formados similares aos humanos foram os produtos acetilados, N-acetiltranilcipromina e

N,O-diacetiltranilcipromina (Figura 21).

Acetlltranilcipromina

o ) C—CH NH-COCH3
Tranilcipromina /
@C —CH-NH-H
\H O -diacetiltranilcipromina
3CCOO0

C—CH NH-COCH;4

Figura 21. Estruturas quimicas dos produtos acetilados, formados pela incubagdo da
tranilcipromina com Cunninghamella echinulata (FOSTER et al., 1991).

A difenidramina € um anti-histaminico tipo etanolamina amplamente usado para
o tratamento de alergias e nauseas, metabolizado em humanos por N-demetilagdo, N-
glucuronidagao e acetilagdome . Estudos realizados por Moody et al. (2000), usando
difenidramina como substrato, Cunninghamella elegans e incubagdo em caldo
Sabouraud por 48 horas propiciou a identificacdo de quatro metabdlitos (difenidramina
N-6xido, N-desmetil difenidramina, N-acetildidesmetil-difenidramina e N-acetil-N-
desmetil-difenidramina), alguns dos quais ja propostos por estudos in vivo € in vitro em

humanos e microssomas de figados humanos (Figura 22).
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Figura 22. Produtos formados pela acetilagdo da difenidramina por Cunninghamella
elegans (MOODY et al., 2000).
1.2.2.3. SULFATACAO

A sulfatacdo é uma reacdo importante na biotransformacdo de horménios
esterdides, catecolaminas neurotransmissoras, tiroxina, acidos biliares, compostos
fendlicos e outros xenobioticos. As sulfotransferases citosolicas estdo geralmente
associadas com a conjugacdo de esterdides fendlicos, neurotransmissores e
xenobidticos. As sulfotransferases ligadas a membrana estao localizadas no complexo
de Golgi de muitas células e sdo responsaveis pela sulfatacdo de glicosaminoglicanas,
glicoproteinas e grupo tirosinil de peptideos e proteinas (WILLIANS, LEMKE, FOYE,
2002).

Devido as agdes citotdxicas, carcinogénicas e mutagénicas dos hidrocarbonetos
aromaticos em animais de laboratorio, tem-se dedicado bastante interesse no estudo do

metabolismo destes componentes. Os fungos metabolizam hidrocarbonetos aromaticos
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pelo CYP450 e sistemas enzimaticos epoxido hidrolases através de uma sequiéncia de
reacdes similares as descritas em mamiferos, tornando-se um modelo alternativo para
estudo do metabolismo destes compostos. Trabalhos realizados por Cerniglia, Freeman
e Mitchum (1982) com fungos, demonstraram ser a sulfatagdo e glucuronidagdo as
principais rotas metabdlitas destes hidrocarbonetos aromaticos hidroxilados. Uma
grande variedade de fungos € conhecida por metabolizar hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs): Phanerochaete chrysosporium por peroxidases extracelulares,
Aspergillus niger via citocromo P-450, Crinipellis stipitaria € Cunninghamella elegans.

Para Cunninghamella elegans que metaboliza diversos PAHs via CYP450 em
diversos derivados menos mutagénicos que o composto original, o caminho metabdlico
€ usualmente direcionado a detoxificagdo em comparagao aos caminhos de bioativagao
comumente encontrados em mamiferos. A biotransformacdo do benzopireno por
Cunninghamella elegans ATCC 36112, caldo Sabouraud e tempo de incubacédo 96
horas, levou a formagcao de derivados sulfatados, hidroxilados e glicosilados segundo
trabalho realizado em 1996 por Pothuluri et al. (Figura 23).

Flavondides sao produtos naturais de plantas, que sao ingeridos em quantidades
apreciaveis na dieta humana normal. A conjugacado destes componentes com sulfato
representa uns dos principais mecanismos de detoxificacdo fendlica em tecidos
animais, e embora a sulfatagdo com microrganismos seja extremamente rara,
Cunninghamella elegans mostrou-se eficaz em promover tal modificagdo, segundo

trabalho de Ibrahim (2000) (Figura 24) (IBRAHIM, 2000).
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Figura 23. Estruturas quimicas dos derivados sulfatados formados pela incubacéo do

benzopireno com Cunninghamella elegans ATCC 36112 (POTHULURI et al.,

1996).
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Figura 24. Biotransformacdo do flavondide naringenina por Cunninghamella elegans

(IBRAHIM, 2000).
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1.2.2.4. GLICOSILACAO
As reagbes de glicosilagdo sao efetuadas pela acdo de glicosil transferases,

utilizando a UDP-glicose como fonte de agucar.

UTP  PPi
Glicose-1-fosfato » UDP-glicose

Aglicona
Glicosil || transferase

UDP

Y
Aglicona glicosilada

Mucor hiemalis, Mucor janssenii NRRL 3628 e Actinomucor elegans MMP 2092,
em estudo realizado por Moussa et al. (1997), demonstraram sua capacidade em
metabolizar a desacetiltimoxamina com formagcdo de produtos glicosilados.
Desacetiltimoxamina é o farmaco ativo, formado a partir do pré-farmaco timoxamina que
€ um agente bloqueador a-adrenérgico, onde a formagao do composto glicosilado pelas
cepas citadas acima pode mostrar a versatilidade enzimatica dos caminhos metabdlitos

de detoxificagdo encontrados nos microrganismos (Figura 25).

HOH,C. Derivado
Timoxamina Hg(;% glicosilado
CHy CH, CH3
O/\/N O/\/N CH, O/\/N~CH3
Desacetiltimoxamina

Figura 25. Transformagéo da desacetiltimoxamina por Mucor hiemalis, Mucor janssenii
NRRL 3628 e Actinomucor elegans MMP 2092 com formagao de derivado glicosilado
(MOUSSA et al., 1997).
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O alcaldéide antifungico sampangina quando biotransformado por Beauveria
bassiana ATCC 7159, Cunninghamella elegans ATCC 9245 e Rhizopus arrhizus ATCC
11145 produz dois compostos glicosilados. A concentragdo inibitéria minima do
composto metil glicosilado (formado pela incubagdo com Beauveria bassiana ATCC
7159 ¢é 0,2ug/mL similar a da sampangina contra Cryptococcus neoformans,
diferentemente do metabdlito glicosilado formado pela incubagédo com Cunninghamella
elegans ATCC 9245 e Rhizopus arrhizus ATCC 11145 que se mostrou inativo contra

criptococcosis em ensaios com ratos (Figura 26) (ORABI et al., 1999).

= ‘ X
H—N N H—N
OH OH
0 Sampangina 0
0
HaCO/%/ H Ho/gv\/O
HO OH HO OH
=4 X
N ‘ N Cunninghamella echinulata
Beauveria bassiana ATCC 9245
ATCC 7159
o Rhizopus arrhizus
ATCC 11145

Figura 26. Estruturas quimicas dos produtos formados pela incubagdo da sampangina
com Beauveria bassiana ATCC 7159, Cunninghamella elegans ATCC 9245 e Rhizopus
arrhizus ATCC 11145 (ORABI et al., 1999).
1.2.2.5. GLICURONIDACAO

Na glicuronidagdo, uma molécula de &acido glicurbnico €& transferido para o
substrato a partir da uridina-5’-difosfato-a-D-acido glicurénico (UDPGA), um cofator que

é sintetizado da glicose 1-fosfato via uridina trifosfato. Estas reagdes sédo catalizadas

pelas glicuroniltransferases (UDPGT), enzimas que consistem em um numero de
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produtos da superfamilia de genes UGT (Figura 27) (WERMUTH, 1996; WILLIANS ,

LEMKE, FOYE, 2002).
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Figura 27. Sintese da uridina-5’-difosfato-a-D-acido glicurénico (UDPGA) e
glicuronidacado de um fenol catalizada por uma glicuroniltransferase (WERMUTH, 1996).
A formagdo de glicuronideos ocorre em uma grande variedade de substratos
(alquilaminas, arilaminas, hidroxilaminas, carbamatos, uréias, tiouréias e sulfonamidas)
e com diferentes grupamentos quimicos funcionais (atomos de O, S, N e C).
Glicuronidacdo de alquilaminas e arilaminas podem ocorrer em aminas primarias,

secundarias e terciarias, levando a formacg&o de N-glicuronideos (Hawes, 1998).
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1.2.3. OUTROS MODELOS PARA O ESTUDO DO METABOLISMO
1.2.3.1. CULTURA DE CELULAS

Devido as diferencas no sistema enzimatico citocromo P-450 entre as espécies,
faz-se necessario a busca por modelos hepaticos in vitro que representem
fidedignamente o metabolismo humano de xenobidticos. Diante disto, hepatécitos
humanos e de animais, em suspensdo ou culturas de células em monocamada, tem
sido utilizado para predizer rotas metabdlicas in vivo de novos candidatos a farmacos
(O'BRIEN, CHAN, SILBER, 2004; LECLUYSE, 2001; GAD, 2002). Culturas de
hepatocitos em monocamada apresentam vantagens em relacdo as mesmas células
em suspensao ja que consistem de células viaveis e podem ser mantidas por longo
periodo de tempo (GAD, 2002) .

Ha relatos de que a atividade das enzimas Fase | e Il diminuem
significantemente com o decorrer do tempo de incubagao e que estas culturas ndo sao
afetadas por algumas das variaveis que influenciam estudos in vivo como a absorgao e
distribuicdo. Além disso, estas células apresentam potencial para gerar e examinar a
toxicidade de metabdlitos Fase | e Il as células do figado e outros érgaos alvos, e
mostram-se como um mecanismo para examinar o potencial de diferentes espécies no
metabolismo de candidatos a farmacos para estudos in vivo (GAD, 2002).

A escolha da espécie animal apropriada para estudos do metabolismo in vivo
pode se basear em dados obtidos a partir de culturas de hepatdcitos primarios das
diversas espécies. O isolamento destas células dos figados de pequenos animais como
camundongos, hamsters, porcos da india e ratos é geralmente realizado in situ. Para
animais maiores como coelhos, cachorros e macacos e em tecidos humanos, ao

contrario, o isolamento ocorre por perfusdo de amostras do figado (Gad, 2002).
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1.2.3.2. USO DE COMPUTADORES
Ha muitos fatores que sao importantes na predi¢cao do destino metabdlico
de farmacos, como a medida da capacidade do farmaco de alcancar o sistema
enzimatico responsavel por sua biotransformagdo. O entendimento das interacdes
enzima-substrato sdo de extrema importdncia para o conhecimento da
biotransformacdo de xenobidticos, contudo, fatores como a inducdo e inibigao
enzimatica e mecanismos de interacdo entre farmacos também devem ser
considerados. Modelos de homologia dos citocromos de mamiferos tem sido
construidos incorporando as estruturas de citocromos de procariotos, e tem auxiliado na
expansao de conhecimentos a cerca de estudos de relacdo estrutura atividade
quantitativa (QSAR) classica, na pesquisa do metabolismo de xenobidticos pelos
conhecimentos adquiridos em experimentos de docking com o substrato. Técnicas
como analise de campo molecular comparativo (CoMFA) e modelizagdo farmacofdrica
do substrato sdo uteis na interpretacdo e entendimento dos sitios ativos das enzimas,
complementando os métodos tradicionais de screening in vitro (SOFFERS et al., 2001;
LANGOWSKI, 2002).
A vantagem das tecnologias in silico é que as propriedades das moléculas
podem ser medidas a partir do conhecimento de suas estruturas quimicas em duas ou

trés dimensdes (SOFFERS et al., 2001; LANGOWSKI, 2002).
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2. OBJETIVOS

A busca de novos compostos que tenham atividade farmacolégica desejada,
melhoradas em relagdo a seus prototipos, atividade farmacologica diferente do
composto original ou aprimoramento das propriedades fisico quimicas facilitando
processos de absorcéo e distribuicao dos farmacos, € uma pratica bastante discutida e
de grande interesse em determinadas linhas de pesquisa.

Diante desta incessante tarefa e a partir do conhecimento da capacidade
catalitica dos microrganismos, o objetivo deste trabalho é aplicar a bioconversdo com
fungos filamentosos para preparar uma série de derivados funcionalizados a
partir do novo protétipo de farmaco neuroativo LASSBio 581.

A utilizagdo de fungos filamentosos para sintese regio e estereosseletiva de
farmacos, assim como para preparagao de provaveis metabdlitos humanos e, sobretudo
para producdo de uma gama de produtos diferentes ilustrando a biodiversidade
enzimatica destes microrganismos, € bem documentada na literatura desde tempos
antigos até a atualidade.

A escolha da bioconversao em relacdo a sintese quimica nestes estudos, além
de ser justificada pela capacidade catalitica especifica e diversidade das reacgdes,
também estd fundamentada nas grandes quantidades formadas facilitando ensaios
posteriores da atividade farmacoldgica e da toxicidade, na rapidez e reprodutibilidade

do método e no fato de que as enzimas sdo catalisadores que ndo agridem o ambiente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fatores que influenciam o processo de bioconversao

Os processos de bioconversdao em escala analitica desde que conduzidos de
modo a garantir a sua reprodutibilidade, estdo menos sujeitos a influéncia de varios
fatores, como a forma morfologica dos fungos e a natureza da viscosidade dos meios
liquidos. A lise das células (morte por rompimento devido a fatores intrinsecos ou
extrinsecos) pode ser ocasionada pela intensidade de agitacdo (estresse mecanico),
aeracgao, pH durante o processo, temperatura, tempo de incubacdo e déficit de

nutrientes.

Embora os resultados de um estudo detalhado dos pardmetros envolvidos no
processo de bioconversdo ndo tenham sido apresentados por se tratar de um estudo
em escala analitica, estes parametros foram monitorados ao longo do tempo no
laboratério de forma a possibilitar a transposicdo das reacdes desenvolvidas para

escala preparativa (bioreator).

3.1.1 Composicao dos meios de cultura

Para a selecdo do meio de cultura que proporcionasse um melhor crescimento
das cepas durante as incubacgdes, foram testados dois meios liquidos diferentes, Caldo
Sabouraud e PDSM (Potato Dextrose Sucrose Medium). A sele¢cdo dos meios de
cultura adequados a melhor adaptacdo das cepas foi baseada nas seguintes
caracteristicas: menor custo; maior facilidade de preparo e conservagao; menor

probabilidade de contaminacido por culturas secundarias; facilidade de extracdo dos
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produtos formados; cinética de formagdo dos derivados em periodos de tempos
compativeis com a rotina laboratorial e com a possibilidade de transposicédo para escala
industrial; melhor expressdao das enzimas bioconversoras; auséncia de lise e
consequentemente de morte celular; conservagao das caracteristicas do substrato, nao
causando degradacgao; capacidade de promover crescimento uniforme.

Os aspectos morfolégicos observados durante o processo de escolha foram: a
formacado de pellets ou massa amorfa, o tamanho dos pellets quando formados e a
presenca de halo de crescimento na parede do Erlenmeyer. O meio liquido PDSM, por
ser um meio mais nutritivo que o caldo Sabouraud mostrou-se mais adequado aos
processos de bioconversdo para as cepas selecionadas, conforme demonstrado nas
Tabelas 1 e 2 (MIRANDA, 2003; SIQUEIRA, 2004).

A utilizagdo de caldo Sabouraud nos ensaios de screening e escala semi
preparativa foi observada em estudos desenvolvidos por Cerniglia, Freeman e Mitchum
em 1982, justificando sua escolha para selegdao de um meio que proporcionasse melhor
crescimento dos fungos selecionados (CERNIGLIA, FREEMAN, MITCHUM, 1982). Na
biotransformagdao do agente imunomodulador HR325 (LACROIX, BITON, AZERAD,
1997) e do irbesartan (ALEXANDRE et al., 2004) foi observado a utilizagdo de meios
liquidos enriquecidos contendo trigo, glicose, fosfato de potassio monobasico e
dibasico, sulfato de magnésio heptaidratado, cloreto de potassio, nitrito de sédio e
sulfato (FeSO4) heptaidratado. Diferentemente, nos ensaios com LASSBio 581 utilizou-
se como meio liquido enriquecido o PDSM que varia em composicdo em relagdo ao
anteriormente descrito, contendo peptona bacteriolégica, dextrose, lecitina de soja,

fosfato de potassio monobasico, cloreto de sédio e extrato de levedura.
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As cepas selecionadas para produgao de derivados funcionalizados a partir do
substrato LASSBio 581 foram conservadas em agar batata inclinado na temperatura
entre 2-4°C. Este meio sélido mostrou-se eficaz para manutencéo e sobrevivéncia dos
microrganismos através de repiques, com periodicidade de 3 meses, e formagao de
esporos em quantidades suficientes para inoculagdo em meio liquido e crescimento

satisfatorio.

3.1.2 Morfologia do crescimento em meio liquido

Sabendo que a morfologia dos microrganismos em meio liquido pode interferir no
desempenho dos processos biotecnoldgicos, a formacao de pellets e/ou massa amorfa
e o percentual de crescimento geral foi observado para algumas das cepas testadas

nos diferentes meios selecionados.

Tabela 1. Caracterizagao morfolégica macroscopica em meio liquido PDSM e Caldo
Sabouraud por 72horas a 27°C = 2°C a 200rpm. Tamanho dos pellets: Auséncia (-),
Grandes (0,5cm), Médios (0,3cm), Pequenos (0,1), Pequenissimos (0,05cm); Produgéao
de massa amorfa: Positivo (+), Negativo (-); Formacao de halo: Auséncia (-), Em toda
parede (++); Em parte da parede (+).

Meio liquido PDSM Caldo Sabouraud
Microrganismos Tamanho Massa Halo Tamanho Massa Halo
pellets amorfa pellets amorfa
Cunninghamella echinulata - + ++ - + +
ATCC 9244
Cunninghamella elegans - + - ++++ - -
ATCC 36112
Mortierella isabelina + - ++ + - ++
NRRL 1757
Mucor griosyanus - + - - + -
ATCC 1207a
Rhizopus arrhizus - + ++ - + +
ATCC 11145
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Tabela 2. Percentual de crescimento fungico em meio liquido PDSM e Caldo
Sabouraud.

Meio liquido Caldo
Microrganismos PDSM (%) Sabouraud (%)
Cunninghamella echinulata ATCC 9245 95 85
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 90 85
Cunninghamella elegans ATCC 36112 45 15
Mortierella isabelina NRRL 1757 45 55
Mucor griosyanus ATCC 1207a 85 75
Rhizopus arrhizus ATCC 11145 95 40

Podemos observar, que em meio liquido PDSM a maioria das cepas testadas
apresentou formacao de massa amorfa com halo em toda parede do recipiente. Além
disso, o percentual de crescimento em meio liquido PDSM mostrou-se superior ao caldo
Sabouraud na grande maioria dos fungos filamentosos. Mortierella isabelina NRRL
1757 ao contrario das demais cepas, nao formou massa amorfa, apresentou formacao
de pellets pequenissimos e percentual de crescimento pouco inferior ao caldo
Sabouraud. O aspecto morfolégico para os diferentes microrganismos em caldo
Sabouraud mostrou-se bastante variado e diversificado, observando-se desde a
formagao de pellets pequenissimos a grandes, assim como a formagcdo de massa
amorfa e auséncia ou presencga de halo de crescimento na parede do recipiente (em
parte ou em toda parede).

A forma morfolégica dominante dos fungos é relevante devido a sua grande
influéncia nas propriedades fisicas dos meios de incubacédo. Suspensdes de micélios

dispersos (massa amorfa) sdo geralmente viscosas e comportam-se de maneira nao
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Newtoniana (i.e.: a proporg¢ao entre a lise por estresse e a taxa de lise ndo € constante).
Este comportamento ndo Newtoniano é causado por interacdes entre os filamentos em
suspensao, como entrelagamento e ligagdes de hidrogénio aumentando a estrutura do
micélio e consequentemente a viscosidade do meio. Pellets em suspensao sdo menos
viscosos que micélios, ja que geralmente comportam-se como esferas discretas e
exercem pouca influéncia nas propriedades de fluxo (GIBBS, SEVIOUR, SCHMID,

2000).

Dependendo do objetivo das biotransformagdes, a formagao de pellets ou massa
amorfa pode apresentar vantagens ou desvantagens para os processos de sintese
enzimatica. Como mencionado por Gibbs, Seviour e Schmid (2000), a produgao de
metabdlitos por alguns fungos é reduzida com o crescimento na forma de pellets. Uma
possivel razao para reducdo da produgao de metabdlitos, quando houver formacéo de
pellets, é o estabelecimento de um gradiente de nutrientes, pois enquanto o fluido de
fermentacdo esta bem aerado e rico em nutrientes, as células do interior dos pellets
poderao estar estressadas devido a limitacdo de transporte nutricional. Esta deficiéncia
nutricional € especialmente detectada em pellets compactos, onde a difusdo molecular
nao ocorre livremente e seus centros sdo ocos devido a autdlise hifal. Informacdes
sobre a morfologia dos pellets produzidos é importante para se ter uma estimativa dos
rendimentos. Maiores rendimentos sao esperados com a formagdo de pellets
pequenos, ja que oferecem uma menor barreira para difusdo de O, e outros nutrientes

em relagao a pellets compactos (GIBBS, SEVIOUR, SCHMID, 2000).

A vantagem de se obter pellets é a de possuir uma maior superficie de contato

externa facilitando reagdes de hidroxilagdo. No caso da producdo de massa amorfa,
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melhor rendimento é encontrado em modificacées de compostos por reagado de redugao

ou outras mais demoradas (SIQUEIRA, 2004).

O trabalho realizado por Freitag et al. demonstrou a importancia da
composicado do meio de cultura para biossintese de metabdlitos para-hidroxilados
(PHM) e hidroximetilados (HMM) do substrato RAC-mexiletina. Os meios testados por
estes autores foram: caldo extrato de levedura (extrato de levedura, cloreto de sdodio,
sucrose, fosfato de potassio monobasico e fosfato de sédio dibasico); caldo acido
casamino (acido casamino, cloreto de sddio, fosfato de potassio monobasico e fosfato
de sodio dibasico); caldo peptona (peptona, cloreto de sédio, sucrose, fosfato de
potassio monobasico e fosfato de sddio dibasico); caldo de soja tripticase (hidrolisado
de caseina, hidrolisado de soja, cloreto de sddio, fosfato de potassio monobasico e
dextrose); caldo Sabouraud dextrose (neopeptona e dextrose); caldo extrato de malte
(extrato de malte, fosfato de potassio monobasico e fosfato de sdédio dibasico); caldo
Czapek dox (sucrose, nitrato de sodio, fosfato de potassio dibasico, sulfato de
magnésio, cloreto de potassio e cloreto de ferro). Foi demonstrado por este estudo que
a composicao do meio utilizado tinha um efeito dramatico no metabolismo, de modo
que o caldo extrato de levedura foi o que mostrou a biossintese maxima dos
metabdlitos para-hidroxilados e hidroximetilados, com formagéo 21% maior para HMM e
25% maior para PHM quando comparado com caldo Czapek dox. Caldo de soja
tripticase, demonstrou producéo estereosseletiva de PHM e HMM quando comparada a
tampao fosfato, demonstrando que o suporte nutricional € essencial para o aumento da

biossintese de metabdlitos (FREITAG et al., 1997).
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Figura 28. Aspectos morfolégicos dos fungos filamentosos Cunninghamella
echinulata ATCC 9244 (superior) e Mortierella isabelina NRRL 1757 (inferior) em
agar batata e nos meios liquidos caldo Sabouraud e PDSM.

3.1.3 Intensidade de agitacao e aeragéo

A agitacdo empregada nos ensaios de screening e escala semi-preparativa foi de
200 rpm.

Embora nem todos os microrganismos se comportem de uma mesma maneira,
estudos relatam que o aumento da intensidade de agitagcdo pode ocasionar diminui¢gao

do comprimento hifal e aumento da freqiéncia de ramificagdbes. O aumento da



50

freqiéncia de ramificagcbes poderia tornar o meio mais viscoso, assim como as
interagcdes entre as hifas poderiam aumentar. Diferentemente, a reducdo no
comprimento hifal, como fato isolado, resultaria em diminuicdo da viscosidade aparente

(GIBBS, SEVIOUR, SCHMID, 2000).

Com relacdo a concentragcao de O, dissolvida no meio reacional durante os
processos de bioconversao, pouca influéncia € observada na morfologia das hifas.
Contudo, alteragdes nas taxas de O, podem influenciar drasticamente nos rendimentos
dos metabdlitos produzidos. Com relagdo aos pellets, andlises inovadoras com micro
eletrodos de oxigénio mostraram que a estratificacdo dos pellets grandes (camada
externa com crescimento hifal ativo, duas camadas de células progressivamente menos
ativas e um centro oco) foi causada pela queda na concentragdo de O, abaixo dos

niveis criticos (GIBBS, SEVIOUR, SCHMID, 2000).

A produgdo de CO, em grandes quantidades €& comum em algumas
fermentagdes aerdbias como consequéncia da atividade respiratéria das células
fungicas, de modo que a presencga de CO; influencia na morfologia de diversos fungos
filamentosos aumentando a freqiéncia das ramificacbes. Estudos descritos por Gibbs,
Seviour e Schmid (2000), mostraram que CO; dissolvido no meio reacional estimula a
sintese de quitina da parede da célula subapical, sendo este um fator associado ao
aumento das ramificagbes e a maleabilidade das paredes das células fungicas. Foi
sugerido (embora sem nenhum suporte experimental), que o efeito morfolégico da

presenca de CO, esta associado com outros fatores tais como a limitacdo de nutrientes.
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3.1.4 pH

Nos ensaios realizados em escala laboratorial ou semi-analitica, este parametro
permanece constante com eventualmente pequenas variagdes, mas sua observagao
torna-se importante no momento de transpor para o bioreator, pois em maior volume a
quantidade de metabdlitos fungicos secundarios pode diminuir ou aumentar o pH.

Diferentes valores de pH de crescimento podem ser observados durante a
incubacado e estar relacionados ao transporte de nutrientes, a solubilizacdo dos
nutrientes, as reagdes enzimaticas e/ou a fendmenos de superficie. A composicdo do
meio pode afetar o pH inicial e a velocidade de variagdo deste valor durante o
crescimento dos fungos. Meios fracamente tamponados contendo sais de amodnio
provavelmente se tornardo mais acidos durante o crescimento, enquanto meios
contendo nitratos se tornardo mais alcalinos. Altas concentragdes de ions, tais como
fosfatos sdo requeridos para se alcangar pH estaveis, sobretudo quando se deseja
medir a atividade biolégica como crescimento e atividade enzimatica (PAPAGIANNI,

2004).
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Tabela 3.1. Exemplos de diferentes valores de pH empregados na literatura em bioconversbes

Substrato Microrganismo pH Meio de cultura
Cunninghamella Sabouraud dextrose, sucrose, peptona, agua
elegans 6,5 deionizada
ATCC 9245 (PARSHIKOQV et al., 2004)
Cunninghamella Glicose, polipetona, extrato de levedura,
echinulata 6,3 6,5 extrato de malte
ATCC 9244 (NAKAGAWA, MIYAKOSHI, TORIKATA,
1991)
Cunninghamella 5,0 Peptona, soja, extrato de levedura, cloreto de

Ebastina

™~

blakesleeana

sodio, fosfato de potassio dibasico, glicose
(SCHWARTZ et al., 1996)
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Tabela 3.2. Exemplos de diferentes valores de pH empregados na literatura em bioconversbes

Substrato Microrganismo pH Meio de cultura
Q‘O Cunninghamella Caldo Sabouraud dextrose
| N . elegans 5,6 (ZHANG DONGLU et al., 1997)
iproeptadina ATCC 9245 e
\ ATCC 36112
Me
HO o Sacarose, glicose, polipetona, sulfato de
O ‘ magnésio heptahidratado, cloreto de potassio,
Aspergillus niger 7,2 fosfato de potassio dibasico, FeSO4
o) on heptahidratado
Daidzeina (MAATOOQ, ROSAZZA, 2005)
O
. Dextrose, farinha de soja, cloreto de sdédio,
AN Cunninghamella 7,0 fosfato de potassio dibasico, extrato de
@ % @ elegans levedura, agua destilada

Varfarina

(WONG, DAVIS, 1989)
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Estudos realizados por Freitag et al. (1997) com RAC-mexiletina (agente
antiarritmico) demonstraram a importancia do pH para biossintese dos metabdlitos
para-hidroxilados e hidroximetilados. A variagao do pH em caldo extrato de levedura
demonstrou um aumento na biossintese com o aumento do pH até 7,6, e decréscimo
na quantidade formada de 7,6 até 8,0 onde n&o se encontrava mais nenhum metabdlito.
Embora houvesse variagao na quantidade de derivado encontrado de acordo com a
mudanca do pH, este trabalho nada constatou com relagdo a variagado da preferéncia
de sintese pelo composto para-hidroxilado (FREITAG et al. 1997).

Embora a importancia da influéncia do pH seja pouco discutida na literatura,
existem estudos que demonstrem ser este um parametro importante para o processo de
bioconverséao, pois afeta a morfologia fungica. Segundo Gibbs, Seviour, Schmid (2000),
trabalhos de Read e Seviour (1984) com Acremonium diospyri mostrou sensibilidade
desta cepa a mudangas de pH, variando sua morfologia de fragmentos esporulados
miceliais pequenos e grossos em pH 3,0 para grupos miceliais ramificados em pH 6,0.
Neste mesmo estudo, ainda observou-se modificagdo adicional na morfologia, para
filamentos ndo ramificados longos e finos em pH 9,0 (GIBBS, SEVIOUR, SCHMID,
2000). Mudangas na morfologia fungica, também foram observada no trabalho de
Freitag et al. (1997) com RAC-mexiletina, onde o aumento do pH de 5,5 para 8,0
mudava a morfologia hifal de pellets pequenos, densos e individuais em pH 5,5 para

micélios difusos em pH 8,0.
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3.1.5 Temperatura

As temperaturas empregadas durante a execugdo dos ensaios realizados
variaram de 27 a 30°C.

Variagdes na temperatura de incubagao podem provocar mudangas simultaneas
em variaveis como: taxa de crescimento, pH e oxigénio dissolvido. Um aumento na
temperatura de incubagao dentro da faixa fisiolégica aumenta a taxa de crescimento,
diferentemente da tensdo do oxigénio dissolvido que varia de maneira inversa ao
aumento da temperatura. Segundo Braun et al. (1991) e Schugerl et al. (1998), estudos
realizados em incubadoras com velocidade de rotagdo constante revelaram variagao no
volume celular e nas formas morfoldgicas fungicas quando a temperatura foi variada
entre 25 e 35°C. Células maiores foram obtidas em 25°C, onde somente pellets foram
observados. Com variacao da temperatura para 30°C, os pellets inicialmente formados
foram decompostos com formacao de massa amorfa (depois de 50 horas de incubagao)
e em 35°C observou-se principalmente massa amorfa com poucos pellets e agregados.
Estes autores sugerem que em altas temperaturas o suplemento de oxigénio as células
torna-se inadequado, com formacao de massa amorfa em 30°C e de agregados em

35°C devido ao alto estresse (PAPAGIANNI, 2004).

3.1.6 Solventes

Para adicdo do substrato LASSBio 581 foi utilizado mistura de
etanol/dimetilformamida 1:1 ou somente dimetilformamida.
Etanol foi inicialmente o solvente de escolha na tentativa do solubilizar os

substrato LASSBio 581, tendo sua utilizacdo ja demonstrada em diversos trabalhos
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como na biotransformacdo de flavonas (IBRAHIM et al., 1997) e do irbesartan
(ALEXANDRE et al., 2004). Como LASSBio 581 nao foi totalmente soluvel em etanol
(temperatura ambiente), testes de solubilidade foram realizados. Dimetilformamida
mostrou-se solvente adequado para solubilizagdo do substrato. A utilizagdo de
dimetilformamida como solvente em biotransformacéao ja havia sido descrita por Smith
et al. (1974) para solubilizagdo de acetanilida, anilina, benzeno, clorobenzeno entre
outros; para solubilizagdo do agente antiprotozoario CGP-291 por Jurgens e Clark
(1990); por Ibrahim (2000) para naringenina; e para solubilizacdo de mirtazapina por
Moody et al. (2002). Ensaios em escala semi preparativa com Cunninghamella
echinulata ATCC 9244 e Mortierella isabelina NRRL 1757 foram realizados
solubilizando o LASSBio 581 em dimetilformamida, onde o substrato foi incorporado em
meio liquido PDSM e vaérios produtos foram formados. Mesmo diante da total
solubilizacdo em dimetilformamida, optou-se em ensaios iniciais € em um ultimo ensaio
em escala semi preparativa (meio liquido PDSM), solubilizar o LASSBio 581 em mistura
de dimetilformamida e etanol 1:1. Tanto com a solubilizacdo em dimetilformamida ou na
mistura de dimetilfomamida/etanol 1:1 as cepas selecionadas mostraram-se eficazes na
biotransformagdo do substrato ensaiado com a formacdo de diversos produtos

funcionalizados.
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3.2 Sintese do LASSBIio 581

Para obtencao do substrato a ser ensaiado, foi realizado a sintese do composto
LASSBIio 581. O método escolhido foi determinado segundo o trabalho desenvolvido
por Menegatti (2001).

Na primeira etapa da sintese, procederam-se reacbes de diazotacdo e
substituicdo nucleofilica aromatica. A reagao entre 4-cloro-anilina e nitrito de sédio em
meio acido permitiu a formagao do intermediario de sintese 4-cloro-azidobenzeno (6leo

castanho escuro) conforme esquematizado na Figura 29.

0 (|)| |C|) H
— +7
H + HO—H=—= N + NaOH=—= N + HCl =—= O=N—0
\ | \ H
OH H
“ONg/ Hy © )
N=N N=—N—OH H—N—N=—/7O NH,
i
HZO + —_— 2 %% r N + H2O
N/ al Cl Cl Cl
N\
).
NZ=N N N3 N3
H
+ NaN; —— _— + Ny
Cl cl Cl

Figura 29. Rota sintética para formagao do primeiro intermediario de sintese 4-cloro-
azidobenzeno
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A formacdo do segundo intermediario sintético, 1-[1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-
triazol-4-ilmetil]-4-fenilexaidropiperazina (cristais amarelos) procedeu-se pela reagao
inicial entre 4-cloro-anilina, alcool propargilico e tolueno com formagdo de mistura
isomérica de 1-benzil-4-fenilexaidropiperazina (6leo escuro), e reagao secundaria da

mistura obtida com diéxido de manganés e diclorometano (Figura 30).

O
_—OH Il

N CH N cH N C—H
N/N/L_, // 2 cH N//T J )
Congllie -

MnG,

-
L

\J

H

Cl Cl

Figura 30. Esquema de sintese da formacédo do intermediario 1-[1-(4-clorofenil)-1H-
1,2,3-triazol-4-ilmetil]-4-fenilexaidropiperazina

O produto 1-[1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]-4-fenilexaidropiperazina foi
finalmente reagido com N-fenilpiperazina em metanol e Pd/C 10% para obtengédo do
derivado 1-[1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]-4-fenilexaidropiperazina (Figura 31)

na forma de cristais brancos.
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<> e L ASEEDE
Cl

Figura 31. Etapa final da sintese do derivado N-fenilpiperazinico LASSBio 581

O substrato assim obtido foi submetido a metabolizagdo por varios

microrganismos.
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Na analise por espectrometria de massas do LASSBio 581, pode-se observar

pico em 354,3 referente a massa do substrato e pico em 320,4 (M — 35,5) indicando a

perda do atomo de CI presente no anel a do substrato LASSBio 581 (Figura 32).

V 06 fr 09
AMOSTRA - 02 1 (1.035)

100

320.4

23-Jul-2003  11:32:45
Scan ES+

354.3 3.62e8

356.3

AAAAAA
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Figura 32. Espectro de massa do substrato LASSBio 581 obtido num espectrOmetro de

massas Quattro LC-Micromass

3.3 Métodos cromatograficos

Os métodos de cromatografia em camada delgada, flash cromatografia e

cromatografia liquida de alta eficiéncia foram aplicados para acompanhamento das

reacoes de bioconversdo, separacdo e purificacdo dos derivados formados. Seu

desenvolvimento e padronizagdo auxiliaram a otimizacdo destes métodos analiticos e

do processo de biotransformacao.
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3.3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para obtencdo das melhores condi¢cbes de separagdao e acompanhamento dos
processos de purificacdo, quatro fases moéveis foram ensaiadas: acetato de etila;
acetato de etila/metanol 70:30; acetato de etila/metanol 90:10; e acetato de
etila/metanol 95:05.

Acetato de etila, como fase moével, proporcionou boa separagao dos diferentes
produtos formados, contudo aqueles com Rfs inferiores ao do LASSBio 581 quando
separados nestas condicdes apresentaram valores muito proximos da linha de base.
Esta fase mével apresentava como vantagem em relagao as outras, a boa separacao
entre os compostos eluidos antes e apds o substrato LASSBio 581. Para aumentar os
valores de Rfs dos derivados eluidos apés LASSBio 581, adicionou-se metanol ao
acetato de etila em trés diferentes proporgoes.

Apesar da fase moével acetato de etila/metanol 70:30 promover um aumento nos
valores de Rfs dos compostos formados, ndo foi capaz de executar boa separacéo,
sendo necessario diminuicdo da quantidade de metanol para preparagao de nova fase
moével. Ao diminuir a quantidade de metanol de 30 para 10 (acetato de etila/metanol
90:10) observou-se boa separagédo e aumento nos valores de Rfs dos produtos eluidos
apo6s LASSBio 581. Na tentativa de aprimorar o processo de separacdo, diminuicao
adicional da quantidade de metanol de 10 para 5 foi realizada. A fase movel acetato de
etila/metanol 95:05 por proporcionar melhor separagcdo em relagdo ao acetato de
etila/metanol 90:10 e maiores valores de Rfs para os produtos localizados inferiormente

ao substrato LASSBio 581, em relagao ao acetato de etila, foi a fase mével de escolha.
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3.3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Inicialmente, para as analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizou-
se como fase moével metanol/tampao 65:35 em sistema isocratico, comprimento de
onda de 248nm, detector luz UV e coluna cromatografica fase reversa segundo descrito
por Tasso et al., 2003. A fase estacionaria utilizada foi uma coluna Lichrospher 100 RP
18, variando-se a fase movel para que os produtos formados, mais polares que o
LASSBIio 581, fossem eluidos mais rapidamente com menor tempo de retengdao em
relagdo ao substrato ensaiado. Tempo de corrida de trinta minutos, mostrou-se
adequado para deteccgao e identificacdo dos derivados produzidos.

Embora a anadlise cromatografica em fase reversa em sistema isocratico
(condi¢des descritas acima) tenha se mostrado um bom método para identificacéo e
caracterizagao dos diferentes produtos formados, compostos iniciais com tempos de
retencéo de até 3,0 minutos apresentaram dificuldades de separagédo, como observado
pela analise cuidadosa dos cromatogramas das aliquotas retiradas do meio reacional
em diferentes tempos (24, 48, 72 e 96 horas, ou ainda 120, 144, 168 e 190 horas). Na
busca de um método cromatografico que proporcionasse boa separacao dos derivados
com tempo de retengcdo até 3,0 minutos, assim como dos demais compostos e do
substrato LASSBio 581, seis novos métodos com manutencdo da fase estacionaria,
comprimento de onda e detector foram criados, variando as quantidades das fases
moveis metanol e metanol/tampao 65:35 durante o tempo de corrida (25 ou 35 minutos)
e o fluxo (mL/min).

Inicialmente testou-se metanol e metanol/tampao 65:35 em sistema gradiente,

maximo de metanol em 4 minutos com diminuicdo para zero em 6 minutos e
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manutengdo de metanol/tampao 65:35 100% de 6 minutos até final da corrida, com
fluxo de 0,8 mL/min até 10 minutos e 1 mL/min de 10 minutos em diante. Como esta
fase mével nao foi eficiente para separar os produtos iniciais (tempo de retencao até
3,0), alterou-se o fluxo a partir dos 10 minutos para 1,5 mL/min. A alteracdo do fluxo
para 1,5 mL/min ainda nao foi uma modificagao eficiente, sendo necessario modificagao
adicional do método. Novo sistema foi construido, alterando o fluxo inicial de 0,8
mL/min para 0,5 mL/min até os trés primeiros minutos da corrida e a partir dai
mantendo em 1,5 mL/min. Como a modificagdo do fluxo ndo foi um fator suficiente para
promover separacgao eficaz dos compostos iniciais (tempo de retengao até 3,0), novos
métodos foram criados alterando as quantidades das diferentes fases moveis durante o
tempo de corrida. As condi¢des de corrida passaram entdo para maximo de metanol em
2 minutos com diminui¢gdo para zero em 4 minutos e manutengdo de metanol/tampao
65:35 de 4 minutos até o final da corrida, e fluxo fixo de 1 mL/min. Com fluxo de
1mL/min detectou-se boa separacado dos produtos iniciais (tempo de retencéo até 3,0
minutos), contudo, ao final de 25 minutos nao foram observados todos os compostos
formados devido a alta velocidade de eluigdo e pouco tempo de corrida. O tempo de
corrida foi entdo aumentado para 35 minutos. Para otimizacdo destes dois ultimos
métodos e diminuicdo do tempo de corrida, o fluxo foi alterado para 0,8 mL/min
resultando em diminuicdo do tempo de corrida para 25 minutos e boa separagao de
todos os derivados formados. Este foi o método de escolha para analise das varias
amostras coletadas a partir da incubacdo do LASSBio 581 com dez diferentes cepas de
fungos filamentosos em ensaio de screening, ou das duas cepas selecionadas para
ensaio em escala semi preparativa, nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas ou ainda em

120, 144, 168 e 190 horas.
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3.4 Estudo do metabolismo microbiano do novo derivado

heterociclico N-fenilpiperazinico LASSBio 581

3.4.1 Bioconversao do LASSBIio 581

Uma triagem com uma dezena de microrganismos (fungos filamentosos),
aplicando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para detectar e quantificar a
formagdo de derivados, foi realizada. Cerca de trinta diferentes produtos foram
formados, segundo a cepa utilizada, de modo que uma das atividades metabdlicas
encontradas para a maioria das cepas levou a formacdo de produtos hidroxilados e
glicosilados.

Os diversos compostos formados pelas diferentes cepas foram nomeados e
estao representados na Tabela 5.

Dentre as cepas testadas, Cunninghamella echinulata ATCC 9244 e Mortierella
isabelina NRRL 1757 foram selecionadas para ensaio em escala semi-preparava,

visando obten¢ao de maior quantidade de alguns dos derivados formados.
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Tabela 4. Bioconversao do LASSBio 581 por varias cepas de fungos filamentosos (triagem), tempo de 24-96horas

Derivados

Microrganismos

|
Il
1]
\%
\%
\
VIl
VIl
IX
X
XA
Xl
Xl
Xl
XV
XV
XVI
XVII
XVIII
XIX
XX
XXI
XX
XXII
XXIV
XXV
XXVI
XXVI
XXVI
XXIX
XXX

'

'
+
+
+

'

'

'
+
+
+

1

1
+

'

'

'

Absidia blakeslceana - + -
ATCC 10148b

+
+

Absidia blakeslceana - - -
ATCC 22617

Aspergillus ochraceus L R
ATCC 1009

Beauveria bassiana - - -
ATCC 7159
Cunninghamella echinulata | + | - -
ATCC 9245
Cunninghamella echinulata S L
ATCC 9244
Cunninghamella elegans SO I
ATCC 36112
Mortierella isabelina - - -
NRRL 1757

Mucor griosyanus S L
ATCC 1207a

P I I I E I T B e e

+ o+ |+ 4+ o+

+ o+ |+ + o+

Rhizopus arrhizus + | - -
ATCC 11145

+ o+ [+ 4+

Bioconversao do LASSBio 581 por dez cepas de fungos filamentosos (screening), 24-96 horas, analise HPLC: Lichrospher 100- RP-18
e deteccdo 248nm, Metanol/Tampé&o 65:35). — auséncia; + até 15%; ++ 15 a 30%; +++ 30 a 45%; ++++ > 50%
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Cunninghamella echinulata ATCC 9244 foi selecionada devido a sua capacidade
ja descrita na literatura de promover hidroxilagdo e por produzir quase que
exclusivamente o metabdlito XXVII (nos ensaios prévios de screening) comparado aos
demais produtos, em determinado tempo reacional (excegdo do metabdlito IV que esta
presente na grande maioria das cepas e em grande quantidade, e do metabdlito VI que
tem tempo de retencéo 2,17 minutos).

Mesmo nao observando descricdo na literatura da capacidade do fungo
filamentoso Mortierella isabelina NRRL 1757 de formar derivados glicosilados, este
microrganismo foi escolhido devido a grande variedade de produtos formados em

relacdo as demais cepas nas condigdes de andlise determinadas.

3.4.2 Monitoramento da bioconversao do LASSBio 581

No processo de triagem para selecao dos microrganismos capazes de produzir
maiores quantidades de determinados derivados e para determinagao do tempo final de
incubacado para cada uma das cepas, foram retiradas aliquotas do meio reacional a
cada 24 horas ap6s adicdo do substrato LASSBio 581. A diminuicao de LASSBio 581 e
o aumento da quantidade dos diferentes produtos gerados foi acompanhada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa (solventes metanol e
metanol/tampao 95:05 em sistema isocratico ou gradiente, 248 nm, segundo descrito
em 5.1.1.). Os graficos das cinéticas de biotransformacédo determinados por CLAE
foram construidos considerando a quantidade inicial (quantidade de LASSBio
581adicionada ao meio de cultura inoculado com esporos das cepas caracteristicas) do

substrato como ponto de partida (tempo 0). Assim, os derivados, pelas analises de suas
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diferentes percentagens de area do pico foram quantificados. Embora as cinéticas de
biotransformagao sejam semi-quantitativas (dependentes do valor teorico inicial de
50mg/mL do LASSBio 581), mostraram-se eficazes para o acompanhamento das
reacdes de bioconversdo, assim como para determinagédo do tempo final de incubagao
e do numero de derivados formados.

O derivado 1V, formado por todas as cepas (tempo de retencdo de
aproximadamente 2,15) apresenta-se sempre em maior quantidade (quantidade
aproximada) aos demais por estar em sobreposicdo ao pico de determinado

componente do meio de cultura, apresentando dificuldade de separacgao e purificagao.

3.4.2.1 Absidia blakeslceana ATCC 10148b

Nove produtos foram formados pela incubacido do LASSBio 581 com Absidia
blakeslceana ATCC 10148b (meio liquido PDSM, agitacdo de 200 rpm, temperatura
de 27°C). Nas primeiras 24 horas apos a adigdo do substrato, observou-se total
consumo de LASSBio 581 com predominancia do derivado IV em 24, 48 e 72 horas.
Em 96 horas, o produto formado em maior quantidade foi o composto VII,
demonstrando ser o de maior interesse, ja que das dez cepas ensaiadas a Absidia
blakeslceana ATCC 10148b é a principal envolvida na producédo deste derivado. No
tempo de 72 horas destaca-se ainda o aparecimento do composto XVII, produzido em
maior quantidade por este fungo filamentoso em relagao aos demais produtores (Tabela

8).
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Figura 33. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagdo do LASSBio 581 com
Absidia blakeslceana ATCC 10148b no tempo de 72 horas e comprimento de onda
248nm (--------------- metanol/tamp&o 65:35; --------------- metanol).
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Figura 34. Cinética de biotransformagdo do LASSBio 581 por Absidia blakeslceana
ATCC 10148b correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes
compostos em relacdo a todos os outros picos observados no cromatograma em
comprimento de onda de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato
LASSBIio 581 e do derivado IV; e eixo da direita relacionado as areas dos picos dos
derivados II, VII, VIII, IX, Xll, XIlII, XIV e XVII) com o tempo de incubagdo em horas.
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3.4.2.2 Absidia blakeslceana ATCC 22617

Foram detectados cinco produtos pela biotransformacdo do LASSBio 581 com
Absidia blakeslceana ATCC 22617 (meio liquido PDSM, agitacdo de 200rpm,
temperatura de 27°C). O derivado formado em maior quantidade foi o IV, e o substrato
foi totalmente consumido no tempo de 72 horas. O composto XXX que apresenta tempo
de retencdo superior ao do substrato ensaiado foi formado exclusivamente em 48

horas.

100 >  Cromatograma
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Minutos

Figura 35. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubacdo do LASSBio 581 com
Absidia blakeslceana ATCC 22617 no tempo de 72 horas e comprimento de onda
248nm (------=--m-m--- metanol/tampao 65:35; --------------- metanol).
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Figura 36. Cinética de biotransformagcdo do LASSBio 581 por Absidia blakeslceana
ATCC 22617 correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes compostos
em relagdo a todos os outros picos observados no cromatograma em comprimento de
onda de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato LASSBio 581 e do
derivado |V; e eixo da direita relacionado as areas dos picos dos derivados IX, XIII, XV
e XXX) com o tempo de incubagao em horas.

3.4.2.3 Aspergillus ochraceus ATCC 1009

A incubacdo do LASSBio 581 com Aspergillus ochraceus ATCC 1009, levou a
obtencao de onze derivados (meio liquido PDSM, agitacdo de 200rpm, temperatura de
27°C). O substrato foi totalmente consumido nas primeiras 24 horas de reacgédo, e o
composto formado em maior quantidade foi o IV. O produto Il formado no tempo de 48

horas foi o0 de maior interesse, ja que € produzido exclusivamente por esta cepa.
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Figura 37. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagcdo do LASSBio 581 com
Aspergillus ochraceus ATCC 1009 no tempo de 72 horas e comprimento de onda

248nm (---------m-mm-- metanol/tampao 65:35; --------------- metanol).
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Figura 38. Cinética de biotransformacdo do LASSBio 581 por Aspergillus ochraceus
ATCC 1009 correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes compostos
em relacdo a todos os outros picos observados no cromatograma em comprimento de
onda de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato LASSBio 581 e do
derivado |V; e eixo da direita relacionado as areas dos picos dos derivados Il, llI, X, XII,
XIV, XV, XVI, XVII, XVIII e XIX) com o tempo de incubagao em horas.
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3.4.2.4 Beauveria bassiana ATCC 7159

O fungo filamentoso Beauveria bassiana ATCC 7159 em incubagdo com
LASSBIio 581 determinou a formacao de sete derivados (meio liquido PDSM, agitagao
de 200rpm, temperatura de 27°C). O composto IV, ao contrario das demais cepas
estudadas, s6 apresentou quantidade significativamente maior no tempo de 96 horas,
tendo nos tempos anteriores formagao praticamente constante. O produto V formado
nos tempos de 48 e 72 horas, foi produzido exclusivamente por este microrganismo,

sendo o de principal interesse para estudo deste fungo filamentoso.
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Figura 39. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagdo do LASSBio 581 com
Beauveria bassiana ATCC 7159 no tempo de 96 horas e comprimento de onda 248nm
(- metanol/tampéo 65:35; --------------- metanol).



73

Beauveria bassiana ATCC 7159

o)
o

1 10 —A——LASSBio 581
—=—Der.\V

/ 8 — - — - Der.V

| 1 —aA——Der. VI

,,,,,,,,,,,, k“/,m, Der. X
- 4

—@—Der. XIV
2 —aA—Der. XV
' 0 —aA——Der. XVII

Tempo (h)

N w b
(@) o O
l l l
T
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
1
L

N
o
|

% da area do pico

o
»

o
N
~
N
(0]
N
N
((o)
()]

Figura 40. Cinética de biotransformagdo do LASSBio 581 por Beauveria bassiana
ATCC 7159 correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes compostos
em relacdo a todos os outros picos observados no cromatograma em comprimento de
onda de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato LASSBio 581 e
dos derivados IV e VI; e eixo da direita relacionado as areas dos picos dos derivados V,
X, X1V, XV, XVII) com o tempo de incubagao em horas.

3.4.2.5 Cunninghamella echinulata ATCC 9245

A incubagao de Cunninghamella echinulata ATCC 9245 com LASSBio 581 (meio
liquido PDSM, agitagdo de 200rpm, temperatura de 27°C) levou a formagéo de nove
derivados e consumo total do substrato no periodo de 96 horas. O produto formado em
maior quantidade foi o IV, durante todo o tempo de incubacido, contudo ndo € o de
maior interesse ja que é formado em grande quantidade por todas as cepas ensaiadas,
sendo de dificil separacgao e purificacdo. O composto XA é formado exclusivamente por
esta cepa e em grande quantidade, no tempo de 48 horas, em relagdo aos demais

produtos formados por este fungo filamentoso.
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Figura 41. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagdo do LASSBio 581 com
Cunninghamella echinulata ATCC 9245 no tempo de 48 horas e comprimento de onda
248nm (--------------- metanol/tamp&o 65:35; --------------- metanol).
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Figura 42. Cinética de biotransformacdo do LASSBio 581 por Cunninghamella
echinulata ATCC 9245 correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes
compostos em relacdo a todos os outros picos observados no cromatograma em
comprimento de onda de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato
LASSBIio 581 e do derivado IV; e eixo da direita relacionado as areas dos picos dos
derivados I, VII, X, XA, XII, XV, XXII, XXV) com o tempo de incubagdo em horas.
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3.4.2.6 Cunninghamella echinulata ATCC 9244

A biotransformacao do substrato LASSBio 581 por Cunninghamella echinulata
ATCC 9244 (meio liquido PDSM, agitacao de 200rpm, temperatura de 27°C), levou a
formagao de nove derivados. No tempo de 96 horas pode-se observar metabolizagao
total do substrato ensaiado, assim como nos tempos de 168 e 190 horas. O composto
formado em maior quantidade foi o IV, durante todo tempo da reagao, contudo nao foi o
de maior interesse por ser formado por todas as cepas em grande quantidade
(sobreposicao com pico de algum componente do meio de cultura). Altas quantidades,
também foram observados para o composto VI nos tempos de 24 e 48 horas. O produto
XXVIl, embora também tenha sido produzido por Mortierella isabelina NRRL 1757,
mostrou-se 0 de maior interesse ja que no tempo de 48 horas apresenta-se em maior

quantidade em relagao aos demais (com excec¢ao do derivado IV e VI).
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Figura 43. Perfis cromatograficos do sobrenadante de incubagéo do LASSBio 581 com
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 nos tempos de 24 e 48 em sistema isocratico
(cromatogramas superiores) e 24horas em sistema gradiente (cromatograma inferior),

e comprimento de onda 248nm (
metanol).

metanol/tampao 65:35;
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Figura 44. Cinéticas de biotransformacdo do LASSBio 581 por Cunninghamella
echinulata ATCC 9244 correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes
compostos em relagcdo a todos os outros picos observados no cromatograma em
comprimento de onda de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato
LASSBio 581 e dos derivados IV e VI; e eixo da direita relacionado as areas dos picos
dos derivados I, XVI, XVII, XXII, XXIIl, XXVII, XXVIII) com o tempo de incubagdo em
horas (grafico superior). Grafico inferior: cinética destacando os derivados formados
pela incubacdo com Cunninghamella echinulata ATCC 9244 que tiverem suas
estruturas quimicas sugeridas pelas analises de RMN 'H e MS.
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3.4.2.7 Cunninghamella elegans ATCC 36112

A incubacao de Cunninghamella elegans ATCC 36112 com LASSBio 581 (meio
liquido PDSM, agitagdo de 200 rpm, temperatura de 27°C) ocasionou a formacao de
onze derivados e consumo total do substrato no tempo de 96 horas. O composto
formado em maior quantidade foi o IV. Se considerarmos a pequena quantidade com
que os demais produtos foram formados em relagdo ao IV, Cunninghamella elegans
ATCC 36112 seria uma boa escolha para isolamento do composto IV em 48 horas,
mesmo sendo este um derivado de dificil separagdo dos componentes do meio de
cultura. O derivado Xl foi produzido exclusivamente por esta cepa no tempo de 24
horas, tendo isolamento rapido devido ao seu tempo de formagao, contudo pouca

quantidade € obtida.

Escala gradiente
=4
mVolts

0 Minutos 10

Figura 45. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagdo do LASSBio 581 com
Cunninghamella elegans ATCC 36112 no tempo de 48 horas e comprimento de onda
248nm (--------------- metanol/tamp&o 65:35; --------------- metanol).
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Figura 46. Cinética de biotransformagao do LASSBio 581 por Cunninghamella elegans
ATCC 36112 correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes compostos
em relagdo a todos os outros picos observados no cromatograma em comprimento de
onda de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato LASSBio 581 e
dos derivados I, IV e VI; e eixo da direita relacionado as areas dos picos dos derivados
VIII, X1, XIV, XVIII, XIX, XX, XXII, XXIIl) com o tempo de incubagdo em horas.

3.4.2.8 Mortierellaisabelina NRRL 1757

Doze derivados sao formados pela metabolizacdo do LASSBio 581 com
Mortierella isabelina NRRL 1757 (meio liquido PDSM, agitagdo de 200 rpm, temperatura
de 27°C). No tempo de 96 horas o substrato foi consumido totalmente e maiores
quantidades sao observadas dos produtos XVI, XXII, XXIV e XXIX. Nos tempos de 24,
48 e 72 horas, o composto formado em maior quantidade é o IV. Diferentemente, no
tempo de 96 horas, o produto que se forma em maior quantidade é o XXII.

O composto X é encontrado somente no tempo de 24 horas, enquanto que os
produtos XV e XXVIII sao formados somente em 48 horas. O derivado Xll é formado

nos tempos de 72 e 96 horas, e o Xlll nos tempos de 24, 72 e 96 horas em quantidades
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equivalentes. Maior quantidade do composto XVII € encontrada em 24 horas do que em
72 horas. O derivado XXIIl é formado em maior quantidade em 96 horas, e em menor
quantidade em 72horas. Para obtencdo do produto XXIX, deve-se manter incubagao

até 96 horas, tempo em que é formado.
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Figura 47. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagcdo do LASSBio 581 com
Mortierella isabelina NRRL 1757 no tempo de 96 horas e comprimento de onda 248nm
(-m-mmmmmmm - metanol/tamp&o 65:35; --------------- metanol).
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Figura 48. Cinéticas de biotransformacédo do LASSBio 581 por Mortierella isabelina
NRRL 1757 correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes compostos
em relagdo a todos os outros picos observados no cromatograma em comprimento de
onda de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato LASSBio 581 e do
derivado |V, e eixo da direita relacionado as areas dos picos dos derivados X, XII, XIlI,
XV, XVI, XXII, XX, XXIV, XXVI, XXVIII, XXIX) com o tempo de incubagao em horas
(grafico superior). Gréfico inferior: cinética destacando os derivados formados pela
incubacao com Mortierella isabelina NRRL 1757 que tiverem suas estruturas quimicas
sugeridas pelas analises de RMN 'H e MS
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3.4.2.9 Mucor griosyanus ATCC 1207a

Dez produtos foram encontrados na incubacdo do LASSBio 581 com Mucor
griosyanus ATCC 1207a (meio liquido PDSM, agitacdo de 200 rpm, temperatura de
27°C). O derivado IV teve sua maior formacao no tempo de 48 horas com diminuigao
nos tempos de 72 e 96 horas. O substrato foi consumido inteiramente nas 24 horas
iniciais, e no tempo de 72 horas pode-se observar a formacdo do composto Il em

quantidades razoaveis.
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Figura 49. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubacdo do LASSBio 581 com
Mucor griosyanus ATCC 1207a no tempo de 48 horas e comprimento de onda 248nm
(- - metanol/tamp&o 65:35; --------------- metanol).
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Figura 50. Cinética de biotransformagédo do LASSBio 581 por Mucor griseocyanus
ATCC 1207a correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes compostos
em relagdo a todos os outros picos observados no cromatograma em comprimento de
onda de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato LASSBio 581 e do
derivado 1IV; e eixo da direita relacionado as areas dos picos dos derivados Il, VI, XIlI,
XIV, XV, XVII, XIX, XX, XXX) com o tempo de incubagao em horas.

3.4.2.10. Rhizopus arrhizus ATCC 11145

Dez produtos foram formados pela incubagdo do LASSBio 581 com Rhizopus
arrhizus ATCC 11145 (meio liquido PDSM, agitagéo de 200 rpm, temperatura de 27°C).
O composto aparentemente formado em maior quantidade foi o IV, em todos os tempos
de analise da reacao estudada, contudo nao foi o de maior interesse, pois nao se pode
interferir na formagao relativa deste composto visto que nas condigbes cromatografica
empregadas tem-se sobreposicdo com o tempo de retengao de alguns componentes do
meio nutricional. Os derivados XXI e XXVI sdo produzidos exclusivamente por esta

cepa nos tempos de 48 e 72 horas respectivamente. O composto | foi encontrado nos
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tempos de 24 horas em maior quantidade e 48 horas. O produto IX é formado somente

no tempo de 48 horas, diferente de XVII que se forma somente em 24 horas.
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Figura 51. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubacdo do LASSBio 581 com
Rhizopus arrhizus ATCC 11145 no tempo de 48 horas e comprimento de onda 248nm
(- metanol/tamp&o 65:35; --------------- metanol).



85

Rhizopus arrhizus ATCC 11145

—A—LASSBio 581
50 Der. |

.S 40 — ®m— Der.V
o Der. VI
o
] 30 1 N /- +Der. IX
© —@——Der. XVI
8 20* ---@---Der. XX
g ——Der. XXI
- 10 + Der. XXII
X 0 / Der. XXV

¥ .- --Der.XXVI

o
N
i\

Tempo (h)

Figura 52. Cinética de biotransformagédo do LASSBio 581 por Rhizopus arrhizus ATCC
11145 correlacionando a percentagem da area do pico dos diferentes compostos em
relacdo a todos os outros picos observados no cromatograma em comprimento de onda
de 248nm (eixo da esquerda relacionado as areas do substrato LASSBio 581 e do
derivado 1V; e eixo da direita relacionado as areas dos picos dos derivados |, VIII, 1X,
XVII, XX, XXI, XXII, XXV, XXVI) com o tempo de incubacdo em horas.

3.4.3. Isolamento e purificacdo por cromatografia liquida em coluna

(Flash cromatografia)

Para separacdo e purificagdo dos compostos formados, flash cromatografia
usando fase estacionaria Silicagel 60 (70 — 230 mesh) e comprimento da coluna 30 cm
foi realizada. Para fase movel, acetato de etila/metanol 95:05, acetato de etila/metanol
70:30, acetato de etila/metanol 50:50 e/ou metanol puro foram ensaiados. A fase moével
acetato de etila/metanol 95:05 foi a de escolha para a maioria dos ensaios realizados ja
que proporcionou boa separacao dos diferentes derivados observados inicialmente nos

processos cromatograficos em camada delgada. Na 4?2 incubacdo em escala semi-
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preparativa utilizou-se como fase mével acetato de etila/metanol 95:05 em um estagio
inicial, aumento da quantidade de metanol para 30 (acetato de etila/metanol 70:30) a
partir de tubo coletado de numero 25, alteragao para 50 mL de metanol do tubo 32 ao
36 e metanol puro de 36 até o final. Nenhum beneficio foi observado nas condigdes
analiticas obtidas pela variagdo das quantidades de acetato de etila e metanol durante

o processo de cromatografia de adsorgéao.

3.4.4. Determinacao das estruturas dos metabolitos formados
As quantidades dos metabdlitos obtidos nos cinco ensaios de bioconversao
permitiram a realizagdo das analises de espectrometria de massas e ressonancia

magnética nuclear de 'H.

Figura 53. Substrato LASSBio 581

Pela incubagdo do LASSBio 581 (Figura 53) com Cunninghamella echinulata

ATCC 9244, cinco derivados (hidroxilados, dihidroxilados, e glicosilados em diferentes
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posicoes) tiveram suas estruturas sugeridas pelas analises dos espectros de massa e

ressonancia magnética nuclear de hidrogénios (Figura 54).
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Figura 54. Estruturas quimicas dos cinco derivados funcionalizados formados a partir da
incubacado do LASSBio 581 com Cunninghamella echinulata ATCC 9244.
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Dois derivados (hidroxilado e diglicosilado no anel d) obtidos pela incubacéo do
LASSBIio 581 com Mortierella isabelina NRRL 1757 tiveram suas estruturas quimicas
sugeridas segundo andlises de massas e ressonancia magnética nuclear de

hidrogénios (Figura 55).
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Figura 55. Estruturas quimicas dos dois derivados funcionalizados formados a partir da
incubagao do LASSBio 581 com Mortierella isabelina NRRL 1757.
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3.4.4.1 LaBiocon 1

O espectro de RMN "H indica glicosilagdo (Espectro 12, pagina 153), com sinais
entre as regides 3,48 e 5,35ppm. O aparecimento de um multipleto entre 1,28-1,32ppm
indica a presenca de quatro hidrogénios referentes aos carbonos 8 e 12 presentes no
anel c. Os quatro hidrogénios referentes aos carbonos 11 e 9 do anel c estdo
distribuidos no multipleto entre 3,21 e 3,25 ppm. Os dois hidrogénios da ponte
metilénica, que liga anel b ao anel c, foram identificados no singleto em 3,29 ppm. Dois
hidrogénios foram identificados nos multipletos em 3,49 e 3,65 ppm referentes aos
carbonos 21 e 25 da glicose. Cinco singletos identificados nas regiées 3,78, 3,80, 3,99,
4,20 e 4,23 ppm correspondem a 7 hidrogénios referentes aos carbonos 34, 32, 22, 15
e 14 das glicoses. Dois multipletos em 4,27 e 4,28 ppm correspondem a dois
hidrogénios referentes aos carbonos 26 e 18 das glicoses, respectivamente. Oito
hidrogénios, referentes as hidroxilas e ao carbono 19 da glicose, estdo presentes no
singleto em 4,35 ppm. O singleto em 5,34 ppm indica um hidrogénio referente ao
carbono 24, e o singleto em 5,11 ppm ao hidrogénio do carbono 17 ambos presentes
nas glicoses. Um dubleto entre 6,71-6,73 ppm (J=7,2) indica a presenga dos dois
hidrogénios dos carbonos 6” e 2”, enquanto um dubleto entre 6,89-6,91 ppm (J=7,2)
indica os dois hidrogénios dos carbonos 5” e 3”, presentes no anel d. Os quatro
hidrogénios referentes aos carbonos 3" e 5 e carbonos 2' e 6° do anel a foram
identificados no dubleto em 7,63 ppm (J=7,0) e no dubleto 7,89 ppm (J=7,0)
respectivamente. O aparecimento de um singleto em 8,71ppm indica a presenga de um

hidrogénio referente ao carbono 5 presente no anel b (Figuras 56 e 57).
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Figura 56. Expansédo da regido relativa aos picos dos hidrogénios presentes nas

glicoses adicionadas a molécula do substrato LASSBio 581
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Figura 57. Espectro de RMN "H do composto LaBioCon 1
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O espectro de massa do produto LaBioCon 1 apresenta pico do ion molecular
em m/z 680,6 e pico do ion base em m/z 352, 58 (M-328). Em 354,58 (M") tem-se o
pico de massa referente ao peso molecular do substrato LASSBio 581 e em 680,6 tem-
se a massa do composto intacto, portanto M* + 326 (Ci2H21010), indicando
diglicosilagdo sem a saida do atomo de cloro do anel a do composto de partida
(Espectro 13, pagina 154).

A estrutura proposta para o LaBioCon 1 foi o produto diglicosilado no anel d.

Figura 58. Estrutura quimica proposta para o produto diglicosilado LaBioCon 1

3.4.4.2 LaBiocon 9

O aparecimento de um singleto em 4,29 ppm indica a presencga de hidroxilagcao
(Espectro 14, pagina 155). Um multipleto entre 1,27-1,29 ppm indica a presenca de
quatro hidrogénios referentes aos carbonos 8 e 12 presentes no anel c. O aparecimento
de um multipleto entre 3,21 e 3,25 ppm indica a presenca de quatro hidrogénios
referentes aos carbonos 11 e 9 do anel c. Os dois hidrogénios da ponte metilénica, que
liga anel b ao anel ¢, foram identificados no singleto em 3,29ppm. Os dois dubletos

entre 6,71-6,72 ppm (J=7,0) e 6,88-6,90 (J=7,0) indicam a presenca de quatro
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hidrogénios, dois referentes aos carbonos 6” e 2” e dois aos carbonos 5" e 3’
respectivamente. Dois hidrogénios referentes aos carbonos 5’ e 3’ estao distribuidos no
dubleto entre 7,60-7,62 ppm (J=7,0). Dois hidrogénios referentes aos carbonos 2’ e 6’
do anel a foram identificados no dubleto entre 7,89-7,90 ppm (J=7,0). O aparecimento
de um singleto em 8,70ppm indica a presenga de um hidrogénio referente ao carbono 5

presente no anel b.
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Figura 59. Espectro de RMN "H do composto LaBioCon 9

LaBioCon 9 apresenta, em seu espectro de massa , pico do ion molecular em
m/z 370,41 e pico do ion base em m/z 352, 58 (M-17,83). Em 354,58 (M") tem-se o

pico de massa referente ao peso molecular do substrato LASSBio 581 e em 370,41
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tem-se a massa do composto intacto, portanto M* + 17, indica hidroxilagdo sem a saida
do atomo de cloro do anel a do composto de partida (Espectro 15, pagina 156).

A estrutura proposta para o LaBioCon 9 foi o produto hidroxilado no anel d.

Figura 60. Estrutura quimica proposta para o produto hidroxilado LaBioCon 9

3.4.4.3 LaBiocon 10

O aparecimento de um singleto em 3,74 indica a presenca de hidroxilagéo
(espectro 16, pagina 157). Um multipleto entre 2,67-2,70 ppm indica a presencga de
quatro hidrogénios referentes aos carbonos 8 e 12 presentes no anel c. Um multipleto
entre 3,12 e 3,15 ppm indica a presenga de quatro hidrogénios dos carbonos 11 e 9 do
anel c. O hidrogénio da hidroxila ligada a ponte metilénica esta distribuido no singleto
em 3,74 ppm. O dubleto em 6,78-6,76ppm (J=8,0) indica a presenga de um préton
referente ao carbono 4”. O dubleto entre 6,90-6,88 ppm (J=8,0) indica a presenca de
dois hidrogénios referentes aos carbonos 5’ e 3’. Os dois hidrogénios referentes aos

carbonos 2" e 6” estado distribuidos no dubleto entre 7,51-7,49 ppm (J=8,0). O dubleto
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entre 7,15 e 7,17ppm (J=8,0) correspondem aos dois hidrogénios dos carbonos 5” e 3”.
O dubleto em 7-80-7,78 (J=8,0), indica a presenc¢a dos dois hidrogénios dos carbonos 2’
e 6’. O aparecimento de um singleto em 8,44ppm indica a presenga de um hidrogénio

referente ao carbono 5 presente no anel b.

LaBioCon 10
Agua Methanol-d4
(@]
N~ <
¥ o
0253
0203
o (a2}
E N
— 7 (a0}
0153 S
E o<
JR— < © © N Q
0103 < NN _ wo O~
] 7 NErg8 e P o e
3 N~ '\.Ld o
u i~ (e
E |
00071 125 197 210 2.09
AT i1
8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1

Figura 61. Espectro de RMN "H do composto LaBioCon 10

O espectro de massa para o derivado LaBioCon 10, apresenta pico do ion
molecular em m/z 370,4. Em 354,3 (M) tem-se o pico de massa referente ao peso
molecular do substrato LASSBio 581 e em 370,4 tem-se a massa do composto intacto,
portanto M* + 17 (espectro 17, pagina 158).

A estrutura proposta para o LaBioCon 10 foi o produto hidroxilado na ponte

metilénica.
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Figura 62. Estrutura quimica proposta para o produto hidroxilado LaBioCon 10

3.4.4.4 LaBiocon 12

No espectro de massa do derivado LaBioCon 12, observou-se pico do ion
molecular em m/z 386,3. Em 352,4 (M) tem-se o pico de massa referente ao peso
molecular do substrato LASSBio 581 e em 386,3 tem-se a massa do composto intacto,
portanto M* + 34, indicando dihidroxilacdo (espectro 18, pagina 159) .

A estrutura proposta para o LaBioCon 12 foi o produto dihidroxilado no anel d e
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Figura 63. Estrutura quimica proposta para o produto dihidroxilado LaBioCon 12

3.45.5 LaBiocon 13

O espectro de RMN 'H indica glicosilagdo, com sinais entre as regides 3,62 e
5,39ppm (espectro 19, pagina 160). O aparecimento de um multipleto entre 2,74-2,77
ppm indica quatro hidrogénios referentes aos carbonos 8 e 12 presentes no anel c. Os
quatro hidrogénios dos carbonos 11 e 9 do anel c estao distribuidos no multipleto entre
3,22 e 3,19ppm. Dois hidrogénios relacionados aos carbonos 9’ e 11’ da glicose estéo
presentes no multipleto em 3,62ppm. O multipleto em 3,75ppm esta relacionado a um
hidrogénio presente no carbono 10’ da glicose. O hidrogénio do carbono 12’ da glicose
esta representado no multipleto em 4,02ppm. Dois singletos em 4,08 e 4,38ppm,
indicam a presengca dos dois hidrogénios do carbono 14’ da glicose. Os quatro
hidrogénios das hidroxilas ligadas a molécula de glicose estao distribuidos no multipleto
em 4,58ppm. O hidrogénio do carbono 8 da glicose esta presente no tripleto em
5,39ppm. O hidrogénio do carbono 4” esta localizado no dubleto em 6,83 ppm (J=8,0).

O dubleto em 6,95-6,97 ppm (J=8,0) indica a presenga dos dois hidrogénios dos
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carbonos 3’ e 5. Os dois hidrogénios dos carbonos 6” e 2” do anel d foram identificados
no dubleto em 7,22-7,20 ppm (J=8,0). O dubleto em 7,59-7,61 ppm (J=8,0) indica os
dois hidrogénios dos carbonos 5” e 37, presentes no anel d. O aparecimento de um
dubleto em 7,89 e 7,87 ppm (J=8,0) indica a presenca de dois hidrogénios referentes
carbonos 2’ e 6’ do anel a. No singleto presente em 8,51 ppm esta distribuido um

hidrogénio do carbono 5 presente no anel b.
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Figura 64. Expansao da regido relativa aos picos dos hidrogénios presente na glicose
adicionada a molécula do substrato LASSBio 581.
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Figura 65. Espectro de RMN "H do composto LaBioCon 13

A estrutura proposta para o LaBioCon 13 foi o produto glicosilado na ponte

metilénica.

Figura 66. Estrutura quimica proposta para o produto glicosilado LaBioCon 13
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3.4.5.6 LaBiocon 19

O aparecimento de um singleto em 4,12 ppm indica a presenca de hidroxilagao
(espectro 20, pagina 161). Um multipleto entre 1,28-1,32ppm indica a presenca de
quatro hidrogénios referentes aos carbonos 8 e 12 presentes no anel c. O aparecimento
de um multipleto entre 3,21 e 3,00 ppm indica a presenca de quatro hidrogénios
referentes aos carbonos 11 e 9 do anel c. Os dois hidrogénios da ponte metilénica, que
liga anel b ao anel c, foram identificados no singleto em 3,29 ppm. Os dois dubletos
entre 6,70-6,72 ppm (J=8,0) e 6,87-6,89 ppm (J=8,0) indicam a presenca de quatro
hidrogénios, dois referentes aos carbonos 6” e 2” e dois aos carbonos 5" e 3’
respectivamente. Dois hidrogénios referentes aos carbonos 5’ e 3’ estao distribuidos no
dubleto entre 7,60-7,62 ppm (J=8,0). Dois hidrogénios referentes aos carbonos 2’ e ¢’
do anel a foram identificados no dubleto entre 7,87-7,89 ppm (J=8,0). O aparecimento

de um singleto em 8,58ppm indica um hidrogénio do carbono 5 do anel b.
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Figura 67. Espectro de RMN "H do composto LaBioCon 19
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LaBioCon 19 apresenta, em seu espectro de massa, pico do ion molecular e pico
do ion base em m/z 370,2. Em 354,2 (M") tem-se o pico de massa referente ao peso
molecular do substrato LASSBio 581 e em 370,2 tem-se a massa do composto intacto,
portanto M* + 17, indicando hidroxilagdo sem a saida do atomo de cloro do anel a do
composto de partida (espectro 21, pagina 162).

A estrutura proposta para o LaBioCon 9 foi o produto hidroxilado no anel d.

Figura 68. Estrutura quimica proposta para o produto hidroxilado LaBioCon 19

3.4.5.7 LaBiocon 22

O aparecimento de um singleto em 2,26 indica a presenca de dihidroxilagao
(espectro 22, pagina 163). O aparecimento de um singleto em 2,26ppm indica a
presenca de dois hidrogénios referentes as hidroxilas introduzidas no anel d e na ponte
metilénica. Um multipleto entre 3,11 e 3,20 ppm indica a presenga de quatro
hidrogénios referentes aos carbonos 9 e 11 presentes no anel c. O aparecimento de um
multipleto em 2,77-2,93ppm indica a presenca de quatro hidrogénios referentes aos

carbonos 8 e 12 do anel c. O hidrogénio da ponte metilénica, que liga anel b ao anel c,
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foi identificado no singleto em 4,04 ppm O dubleto em 6,70-6,72 ppm (J=8,0) indica a
presenca dos dois hidrogénios dos carbonos 5” e 3” do anel d. O dubleto entre 6,86-
6,88 ppm (J=8,0) indica a presencga de dois hidrogénios referentes aos carbonos 6” e 2”
respectivamente. Dois hidrogénios referentes aos carbonos 5’ e 3’ estao distribuidos no
dubleto entre 7,60-7,62 ppm (J=8,0). Dois hidrogénios referentes aos carbonos 2’ e 6’
do anel a foram identificados no dubleto entre 7,87-7,89 ppm (J=8,0). O aparecimento

de um singleto em 8,55ppm indica um hidrogénio do carbono 5 do anel b.
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Figura 69. Espectro de RMN "H do composto LaBioCon 22

No espectro de massa do derivado LaBioCon 22, observou-se pico do ion
molecular em m/z 386,3 e pico do ion base em m/z 370,2. Em 354,2 (M*) tem-se o pico

de massa referente ao peso molecular do substrato LASSBio 581 e em 386,2 tem-se a
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massa do composto intacto, portanto M* + 34, indicando dihidroxilacéo (espectro 23,
pagina 164).
A estrutura proposta para o LaBioCon 22 foi o produto dihidroxilado no anel d e

na ponte metilénica.

Figura 70. Estrutura quimica proposta para o produto hidroxilado LaBioCon 22.




103

HQ N

g
i f
b . HO
“N LaBioCon 10 N @
7,88% /N
LabioCon 22
7,56%

é

Z

(D

I
;y\N LaBioCon 19
o 62,5%
HO N
HO //\\{/ T @ LaBioCon 9
b\ N @ . 28,97%
N

ol
@ - LASSBIo 581 "
Cl - //?y\N H/O%oﬁyﬁ/w

-

LaBioCon 13
14,63% l ¢l LaBioCon 1 RO HO
@ 32,35%
N
N b\
A OH
LaBioCon 12

2,03%

GZ

Cl

Figura 71. Estruturas quimicas dos derivados funcionalizados do LASSBio 581 a partir
da aplicagdo de bioconversbes com Cunninghamella echinulata ATCC 9244 e
Mortierella isabelina NRRL 1757, destacando suas respectivas percentagens de
rendimento.
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Tabela 5.1. RMN "H dos metabodlitos identificados a partir da incubacdo do LASSBio 581 com Cunninghamella echinulata

ATCC 9244 e Motrtierella isabelina NRRL 1757.

N° LASSBIo 581 1 9 10 13 19 22
(F’ossicéO) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
5 5=7,95 5=8,71 5=8,70 5=8,44 5=8,51 5=8,58 5=8,55
(1H,s) (1H,s) (1H, s) (1H,s) (1H,s) (1H, s) (1H, s)
6 5=3,83 5=3,29 5=3,29 5=3,74 5=3,30 5=3,29 5=4,04 (1H,s)
(2H,s) (2H,s) (2H,s) (1H, s, OH) (1H,s) (2H,s) 5=2,26 (1H, s,
OH)
8e12 5=2,72-2,77 5=1,28-1,32 5=1,27-129  5=2,67-2,70 5=2,74-2,77  5=1,28-1,32 8-5=4,84
(4H,m) (4H,m) (4H,m) (4H,m) (4H,m) (4H,m) (1H,s)
12-5=2,77-
3,11 (2H,2s)
9e 11 5=3,20-3,25 5=3,21-3,25 5=3,21-3,25  5=3,12-3,15 ©5=3,19-3,22  5=3,00-3,21 9-5=5,34
(4H,m) (4H,m) (4H,m) (4H,m) (4H,m) (4H,m) (1H,m)
11-5=2,93-
3,20 (2H,2s)
2e6f 5=7,71 5=7,89 5=7,89-7,90 5=7,78-7,80 5=7,87-7,89  5=7,87-7,89 5=7,87-7,89
(2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J=
8,7Hz) 7,0Hz) 7,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz)
3ebd 5=7,50 5=7,63 5=7,60-7,62 5=6,88-6,90 ©=6,95-6,97 5=7,60-7,62 5=7,60-7,62
(2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J=
8,7Hz) 7,0Hz) 7,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz)
4’ - - - - - - -
e 5=6,82-6,95 5=6,71-6,73 0=6,71-6,72  5=7,49-7,51 5=7,20-722 ®=6,70-6,72 5= 6,86-6,88
(2H,m) (2H,d, J= (2H, d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H, d, J= (2H, d, J=
7,2Hz) 7,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz)
3e5 5=7,22-7,30 5=6,89-6,91 5=6,88-6,90 5=7,15-7,17 5=7,59-7,61 5=6,87-6,89 5=6,70-6,72
(2H,m) (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J= (2H,d, J=
7,2Hz) 7, 0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz) 8,0Hz)
4 5=6,82-6,95 - - 5=6,76-6,78 5=6,83 - -
(1H,m) (1H,d, J= (1H,d, J=
8,0Hz) 8,0Hz)
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Tabela 5.2. RMN "H dos metabodlitos identificados a partir da incubacdo do LASSBio 581 com Cunninghamella echinulata
ATCC 9244 e Mortierella isabelina NRRL 1757.

N©° LASSBio 1 9 10 13 19 22
581 (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
(ppm)
8 - - - - 5=5,39 - -
(1H,t)
9 - - - - 5=3,62 - -
(1H,m)
10’ - - - - 5=3,75 - -
(1H,m)
11’ - - - - 5=3,62 - -
(1H,m)
12’ - - - - 5=4,02 - -
(1H,m)
14 - - - - 5=4,08 :4,38 - -
(2H,2s)
15', 16", 17 18’ - - - - 5=4,58 - -
(4H,m,4 OH)
13 - - 5=4,29 - - 5=4,12 5=2,26
(1H,s, OH) (1H,s, OH) (1H,s)
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Tabela 5.3. RMN "H dos metabodlitos identificados a partir da incubacéo do LASSBio 581 com Cunninghamella echinulata
ATCC 9244 e Mortierella isabelina NRRL 1757.

N©° LASSBio 1 9 10 13 19 22
581 (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
(ppm)

14 - 5=4,23 - - - - -
(1H,s)

15 - 5=4,20 - - - - -
(1H,s)

17 - 5=5,11 - - - - -
(1H,s)

18 - 5=4,27 - - - - -
(1H,m)

19 - 5=4,35 - - - - -
(1H,s)

21 - 5=3,49-3,65 - - - - -
(1H,m)

22 - 5=3,99 - - - - -
(1H,s)

24 - 5=5,34 - - - - -
(1H,s)

25 - 5=3,49-3,65 - - - - -
(1H,m)

26 - 5=4,28 - - - - -
(1H,m)

32 - 5=3,80 - - - - -
(2H,s)

34 - 5=3,78 - - - - -
(2H,s)

27,28, 33 - 5=4,35 - - - - -
(3H,s)

29, 30, 31, 35 - 5=4,35 - - - - -
(4H,s)




As novas moléculas formadas pela bioconversdo do LASSBio 581 quando
comparadas ao seu substrato original apresentardo diferentes propriedades fisico-
quimicas e farmacocinética com possibilidades promissoras de aplicacdo. Os
derivados formados, devido a introdugdo de grupamentos polares, terdo uma maior
solubilidade em agua, o que propiciara administragao intravenosa antes dificultada
devido a baixa solubilidade em agua do substrato de partida LASSBio 581. Devido a
natureza das reacgdes ocorridas, alguns dos compostos formados podem estar
relacionados aos provaveis metabdlitos humanos, justificando a possibilidade de
utilizacdo destes produtos como padrées de referencia para estudos do
metabolismo.

As diferentes minimiza¢des de energia observadas para os derivados, quando
comparados ao substrato original, pode supor diferentes interagées com receptor e
possibilidade de descoberta de diferentes atividades.

As posicdes modificadas nos compostos formados indicam que as
funcionalizagbes (hidroxilagdo, dihidroxilagbes e glicosilagdes) n&o estejam
ocorrendo sequencialmente, ja que ndo ha relacdo entre o desaparecimento e a
formacdo subsequente de determinado composto, acreditando-se assim que

provavelmente estas reagdes estejam sendo realizadas por enzimas distintas.



Figura 72: Estruturas quimicas dos derivados funcionalizados do LASSBio 581 a
partir da aplicagao de bioconversées com Cunninghamella echinulata ATCC 9244 e
Mortierella isabelina NRRL 1757, representadas em 3D com minimizagao de

energia.




4. Conclusoes

A bioconversao com fungos filamentosos, mostrou-se promissora para a
producao de uma série de compostos funcionalizados a partir do LASSBio 581.

A analise dos resultados obtidos levando em consideragdo os parametros
empregados para selegdo, manutencao, repique e morfologia de crescimento
fungico, no meio liquido proposto, contribuiram para as reagdes de funcionalizagéo
obtidas.

Cunninghamella echinulata ATCC 9244 e Mortierella isabelina NRRL 1757
propiciaram a formacdo de seis compostos funcionalizados por grupamentos
quimicos em diferentes posig¢des. A partir dos ensaios realizados, a reagao quimica
mais frequente foi a de hidroxilagédo similar aquelas observadas no metabolismo fase
| para a maioria dos farmacos, sendo evidenciado pela formagdo dos derivados
hidroxilados nas posicoes 4” e 6, dihidroxilados nas posicoes 5 e 47; 6 e 4”.
Provavelmente estas reagdes tenham sido produzidas pelo sistema enzimatico
citocromo P-450. Devido a natureza das reacgbes obtidas, alguns dos compostos
formados podem estar relacionados aos provaveis metabdlitos humanos.

Por sua vez, a obtencao do derivado glicosilado na posi¢ao 6, e diglicosilado
na posicao 4”, raramente obtidas no metabolismo animal fase Il, sdo observadas
como produto do metabolismo fungico, reforcando o carater da biodiversidade dos
metabdlitos formados. Além disso, as glicosilagbes efetuadas por fungos
filamentosos, podem sugerir posi¢cdes de provaveis glicuronidacdes observadas em

mamiferos, e portanto os possiveis locais de biotransformacao fase [l em humanos.



Os resultados das diferentes posicoes de funcionalizacao, leva-nos a crer que
as reagbOes sao realizadas por enzimas distintas, visto que, embora sejam

observadas dihidroxilagao e glicosilagdo estas ndo ocorrem sequencialmente.



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Generalidades

5.1.1 Técnicas cromatograficas

Na determinagao dos produtos funcionalizados a partir do novo protétipo de
farmaco neuroativo LASSBio 581 foram utilizados técnicas de cromatografia em
camada delgada, flash cromatografia e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatofolhas
de aluminio TCL 20x20cm silica gel 60 F2s4, espessura da camada de silica de
0,25cm (placa analitica) MERCK e as fases méveis: acetato de etila/metanol 70:30,
acetato de etila/metanol 90:10, acetato de etila/metanol 95:05 e/ou metanol puro. As
placas cromatograficas foram reveladas com iodo ressublimado e os diferentes
valores de Rfs foram determinados.

Cromatografia em camada delgada preparativa usando placas analiticas e
fase moével acetato de etila/metanol 95:05 foram realizadas quando necessaria
purificacdo adicional de determinados produtos formados. Apds a corrida, as placas
foram visualizadas em luz UV e o composto de interesse foi extraido da silica com
acetato de etila.

Os provaveis metabolitos formados foram separados por flash cromatografia,
usando para fase estacionaria Silicagel 60 (VETEC) 0,063 - 0,200mm (70 — 230
mesh) e fase mdvel acetato de etila/metanol 95:05, acetato de etila/metanol 70:30,
acetato de etila/metanol 50:50 e/ou acetato de etila. A eluicdo dos diferentes
produtos encontrados foi acompanhada por cromatografia em camada delgada

usando cromatofolhas de aluminio TCL 20x20cm silica gel 60 F,s4 MERCK (placa



analitica), mesma fase movel: acetato de etila/metanol 95:05 e revelagdo com iodo
ressublimado.

Os cromatogramas, revelando os tempos de retencdo dos provaveis
metabdlitos formados e de seu precursor, foram obtidos por analise em fase reversa
usando cromatégrafo Gilson. As condi¢cdes para execugao da analise foram: coluna
Lichrospher 100 RP-18 MERCK (250x4,6mm x 0,5 p), bombas Gilson H1M, valvula
dosadora manual Rheodyne com capacidade de 20uL e detector UV em
comprimento de onda de 248nm. As analises foram realizadas em sistema isocratico
usando como solvente mistura de metanol/tamp&o (fosfato de potassio monobasico
0,02M) 65:35 e 30 minutos de corrida, ou em sistema gradiente com as fases méveis
metanol (solvente A) e mistura de metanol/tampéao (fosfato de potassio monobasico

0,02M) 65:35 (solvente B), como especificado abaixo:

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 0 100
0a2 0a100 100a0
2a4 100a0 0a100

4a25 0 100

As fases moveis para cromatografia

liquida de alta eficiéncia foram

preparadas com solventes grau HPLC e &agua ultrapura (aparelho Millipore
Simplicity). Antes do uso, foram filtradas em membranas Millipore de 0,45um e
47mm de didmetro e degaseificadas em banho de ultrassom Thornton T7 por 15

minutos.



5.1.2 Técnicas espectroscopicas

As analises espectrométricas de massas foram realizadas em
espectrofotbmetro de massas acoplado a cromatdgrafo liquido Shimadzu AD Vp
com analizador espectrofotométrico de massas quadrupolo Micromass (UK)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H (500 MHz) foram
obtidos em aparelho Bruker DRX 400 Advance NMR, tendo as amostras dissolvidas
em metanol deuterado. Os valores de deslocamento quimico foram referidos em

ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

5.1.3 Técnicas microbioldgicas

Procedéncia dos microrganismos:

ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA; NRRL: Northern
Regional Research Laboratories, Peoria, IL, USA.

Meios de cultura:
Agar batata (1):
- 399 de agar batata (MERCK)
- 1 litro de agua destilada
Meio liquido PDSM (lI):
- 5g peptona bacterioldgica (Synth)
- 20g dextrose (Synth)
- 59 lecitina de soja (Inlab)
- 59 fosfato de potassio monobasico (Synth)
- 5g de cloreto de sédio (Vetec)
- 3g extrato de levedura (Vetec)

- 1 litro de agua destilada



Ambos os meios foram esterilizados antes do uso em autoclave, na
temperatura de 121°C por 15 minutos.

Os fungos filamentosos utilizados na bioconverséo do substrato LASSBio 581,
foram mantidos em &gar batata inclinado na temperatura de 2-4°C e repicados
periodicamente com solugdo de glicerol a 25%. Sub-culturas das cepas
selecionadas, foram preparadas antes de cada experimento, através do repique de
culturas estocadas (com solugao de glicerol 25% e agar batata) e manutencéo a

27°C por 7 dias.

5.2 Procedimentos experimentais
5.2.1 1-[1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil]-4-fenilhexaidro
piperazina

Em um erlenmeyer de 500mL foram colocados 10g de 4-cloro-anilina e
150mL de &cido cloridrico 37% (densidade 1,19g/mL), ajustando a temperatura para
5°C em banho de gelo. Com o auxilio de um balao de adigao, 6g de nitrito de sédio
dissolvido em 75mL de agua destilada foi adicionado lentamente, mantendo
temperatura de 5°C e sob agitacdo mecanica, a solugao contida no erlenmeyer. Em
seguida, a solucado formada pelas etapas anteriores foi adicionada lentamente e em
temperatura ambiente, também com o auxilio de um baldo de adigdo, a um
erlenmeyer contendo 75g de acetato de sodio, 75mL de agua e 5,24g de azida de

sodio (agitacao mecanica por 15 minutos).
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ggg1ura 73. Representacdo esquematica da primeira etapa da sintese do LASSBIio

O composto formado pelas reacdes descritas anteriormente foi separado em
funil de separacado, pela extragcdo com diclorometano e recolhimento da porgao
inferior de coloragdo amarelada. Apds separacédo, o produto recolhido foi filtrado
(filtracdo simples em funil de vidro e algod&o), rotaevaporado e seco sob ar
comprimido por aproximadamente 4 horas. O baldo contendo o produto seco foi
entdo, conectado a um condensador (sistema livre de trocas de ar tanto dentro do
baldo como entre o ar externo e interno). Com auxilio de uma seringa foi adicionado
ao baldo 10mL de alcool propargilico, destilado sob pressdao reduzida e
aproximadamente 90mL de tolueno anidro, mantendo a mistura sob refluxo por 18
horas. Terminado o tempo de refluxo, o produto formado foi rotaevaporado para sua

concentracao.
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Figura 74. Representacao esquematica da segunda etapa da sintese do LASSBio
581.

Em um funil de separagéo, foram colocados 40mL de acido cloridrico 10%,
pequena quantidade de agua destilada e o produto formado anteriormente apds
refluxo de 18 horas. O processo de extragao procedeu-se com 4 porcoes de 30mL
de diclorometano e recolhimento das fracbes em recipiente contendo sulfato de
sodio anidro. O produto extraido foi posteriormente filtrado, seco em rotavapor e
agitado por quatro horas em capela com 56,68g de didéxido de manganés e 60mL de
diclorometano. O composto formado foi filtrado e o alcool propargilico que néo
reagiu na etapa anterior foi separado por cromatografia em coluna usando

diclorometano como fase movel.
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Figura 75. Representagdo esquematica da terceira etapa da sintese do LASSBio
581.
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Em recipiente apropriado para camara de hidrogenagdo foram colocados
3,850g do produto obtido por reagdo com dioxido de manganés, 6,99 de N-
fenilpiperazina, aproximadamente 10mL de metanol anidro (quantidade suficiente
para solubilizagdo) e 350mg de Pd/C 10%. Reacgdo foi realizada em cémara de
hidrogenagdo na pressao de 60 psi e com supervisdo a cada 2 horas durante 12
horas para o controle da pressédo. O produto obtido foi purificado por cromatografia
de adsorgdo em coluna de silica gel como fase estacionaria e n-hexano-

diclorometano (em proporgdes crescentes de diclorometano) como fase mével.
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Figura 76. Representagcédo esquematica da ultima etapa da sintese do LASSBio 581

5.2.2 Adaptacéo das cepas ao meio de cultura

As condi¢cdes de crescimento, manutengcdo e manuseio das culturas dos
fungos filamentosos ensaiados, foram estudadas visando a padronizagcédo do
processo biotecnoldgico.

Para manutencao e repique dos microrganismos, agar batata demonstrou-se
adequado para crescimento homogéneo e formagdo de esporos viaveis. Com
relacdo a formacado de esporos, o periodo de sete dias mostrou-se eficaz na

producao em quantidade suficiente para crescimento em meio liquido.



A escolha do meio liquido de inoculacao foi realizada por comparacio entre
os diferentes meios liquidos Sabouraud (Difco) e PDSM, assim como pela formagéo

de pellets e halo ao redor da parede do recipiente.

5.2.3. Triagem

Foram realizados experimentos de triagem (screening) para escolha das
cepas que fossem capazes de biotransformar o substrato LASSBio 581 com
producdo de uma maior variedade de derivados ou formagao de alguns deles em
maior quantidade. Absidia blakesleeana ATCC 10148b, Absidia blakesleeana ATCC
22617, Aspergillus ochraceus ATCC 1009, Beauveria bassiana ATCC 7159,
Cunninghamella echinulata ATCC 9244, Cunninghamella echinulata ATCC 9245,
Cunninghamella elegans ATCC 36112, Mortierella isabelina NRRL 1757, Mucor
griseocyanus ATCC 1207a e Rhizopus arrhizus ATCC 11145 foram ensaiados.

Inicialmente, foram feitas sub-culturas destes dez fungos filamentosos em
agar batata inclinado, através de repique de culturas estocadas com solugdo de
glicerol a 25% e manutengéo por sete dias a 27°C (cadmara climatica BOD Fanem
345 Micronal). Subsequente ao periodo de sete dias, erlenmeyers com capacidade
de 250mL e gargalo largo, contendo 100mL de meio liquido PDSM (II), foram
inoculados com uma gota da suspensao de esporos (preparados com solugdo de
glicerol a 25%) destes crescimentos de sete dias, e mantidos em agitacdo de
200rpm e 27°C (shaker Tecnal modelo TE-420).

Sessenta e cinco horas apdés a inoculagédo do meio PDSM, foram adicionados
50mg do substrato LASSbio 581, e manteve-se a agitacdo de 200rpm e 27°C por 96
horas. Aliquotas em 24, 48, 72 e 96 horas foram retiradas do meio reacional em

duplicata e assepticamente em fluxo laminar, usando pipetas de Paster lavadas com



solucdo de hipoclorito de sdédio 2,5%. Os erpendorfs contendo as amostras
coletadas foram centrifugados em micro centrifuga Fanem modelo 243, e o
sobrenadadante de incubacdo foi analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em sistema isocratico e gradiente (descricdes da analise secdo 5.1.1).
Para elaboracdo das cinéticas de biotransformacdo, as areas dos picos dos
diferentes derivados foram relacionadas ao tempo de incubagdo assim como a
diminui¢cdo do substrato foi acompanhada para estabelecer o fim do processo de

bioconversao.

5.2.4 Desenvolvimento e validacdo de metodologias para o
monitoramento de bioconversdes

5.2.4.1 Incubacéao

A formacéo dos produtos funcionalizados e o desaparecimento do substrato
biotransformado, foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas (ou ainda em 120, 144, 168 e 190
horas) aliquotas foram retiradas do meio reacional em duplicata e assepticamente
em fluxo laminar, com auxilio de pipetas de Paster lavadas em solugao de hipoclorito
de sdédio 2,5%. Os erpendorfs contendo as amostras coletadas, foram centrifugados
em micro centrifuga Fanem modelo 243, e o sobrenadadante de incubagao foi
transferido para outro erpendorf para posterior analise.

O sobrenadante obtido por micro centrifugacédo foi agitado com acetato de
etila e a fracdo organica foi coletada para analise por CCD. Varias fases moveis

foram testadas segundo especificado na secéo 5.1.1.



Para CLAE, o sobrenadante coletado foi injetado diretamente no cromatégrafo

e analisado em sistema gradiente ou isocratico (seg¢do 5.1.1.).

5.2.4.2 Separacéo e purificacao dos produtos formados

A separagao e purificacdo dos produtos formados, foi realizada por
cromatografia de adsor¢do em coluna segundo determinado na sec¢édo 5.1.1. Para
acompanhamento da separagao dos compostos encontrados, as fracbes coletadas
foram analisadas por cromatografia em camada delgada (cromatofolhas de aluminio
TCL 20x20cm Silica gel 60 Fzss MERCK) usando como fase mével acetato de
etila/metanol 95:05 e iodo ressublimado como revelador.

Cromatografia em camada delgada preparativa (placas analiticas) foi
realizada para purificacdo adicional de determinados produtos. A fase moével
utilizada foi acetato de etila/metanol 95:05. Utilizagcdo da luz UV e a extracdo dos
compostos de interesse, foi procedida conforme sec¢éo 5.1.1.

Recristalizagdo também foi empregada para separagcédo e purificagdo dos
compostos formados, como método unico ou adicional a cromatografia de adsorgao.
Solventes de diferentes polaridades como ciclohexano, diclorometano, acetato de
etila, metanol e agua foram utilizados na separagédo destes diversos produtos. Os
compostos soluveis nestes diferentes solventes (ou na mistura de alguns deles
guando necessario) forma retirados com auxilio de pipeta de paster e analisados por
cromatografia camada delgada (cromatofolhas de aluminio TCL 20x20cm Silica gel
60 Fzss MERCK, fase movel acetato de etila/metanol 95:05 e revelador iodo
ressublimado) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (método isocratico ou

gradiente conforme secdo 5.1.1).



5.2.5 Extracéo dos produtos formados

A fragdo aquosa obtida a partir da filtragdo do micélio fungico foi extraida trés
vezes com 250mL de acetato de etila P.A. ou grau HPLC (total de 750mL) em funil
de separacao de 2000mL. A cada porcao de 250mL de acetato de etila adicionada,
agitava-se vigorosamente e coletava-se a fragao organica em recipiente contendo
sulfato de magnésio anidro. A fragdo organica coletada foi filtrada a vacuo em funil
de vidro sinterizado e seca em rotavapor para posterior separagao e purificacdo dos

produtos formados.

5.2.6 Isolamento e Purificacéao

Em uma haste de metal foi colocado um suporte para preparagao da coluna
cromatografica. Ao suporte, inicialmente colocou-se uma pequena camada de |a de
vidro e sobre esta uma camada de areia. Em um béquer, silica gel para
cromatografia em coluna, foi dissolvida na fase movel (acetato de etila/metanol
95:05, acetato de etila/metanol 70:30 e/ou acetato de etila/metanol 50:50) e
transferida para o suporte com auxilio de um funil de vidro. A silica transferida foi
compactada com vacuo até a formagao de uma coluna com 27cm de comprimento
(didmetro foi de 2cm).

Como o extrato bruto ndo foi soluvel na fase modvel, adicionou-se pequena
quantidade de Silica para transforma-lo em um p6 fino. O po6 fino formado foi entéo
colocado sobre a coluna de silica formando uma camada reta, e sobre esta uma
pequena camada de areia. A fase médvel foi adicionada devagar para evitar a
formacdo de reentrancias, e de maneira continua com auxilio de um funil de

separagao.



As fracbes foram coletadas em tubos de ensaio e o processo de separacao e
extragao foi acompanhado por CCD (condigbes especificadas na segao 5.1.1.). Pela
analise das placas cromatograficas, os tubos de ensaio contendo as fragbes de
mesmo Rfs foram misturados e secas em rotavapor.

Recristalizacdo também mostrou-se eficaz para isolamento e purificacdo dos
diferentes produtos formados (em substituigdo ao processo de cromatografia de

adsorgao) tendo sido realizado conforme descrito em 5.2.4.2.

5.2.7 Ensaios em escala semi-preparativa

Para os ensaios em escala semi-preparativa, erlenmeyers de 250mL
contendo 100mL de meio liquido PDSM (II) foram inoculados com uma gota da
suspensao de esporos (formada a partir de crescimento recente de sete dias a
temperatuta de 27°C) e mantidos em agitagao de 200rpm e 27°C. Para solubilizagao
do substrato LASSBio 581 etanol P.A. e dimetilformamida P.A. foram testados.
LASSBio 581 mostrou-se parcialmente soluvel em etanol e totalmente soluvel em
dimetilformamida. Diante da solubilidade exposta, o substrato LASSBio 581
solubilizado em dimetilformamida ou na mistura de dimetilformamida/etanol 1:1 foi
adicionada aos erlenmyers inoculados, apds sessenta e cinco horas, mantendo o
tempo de inoculagdo por até 168 horas (tempo final da incubacdo dependia da
escolha dos produtos a serem obtidos).

Terminado o tempo de incubacgao, a mistura reacional foi filtrada em funil de
buchner usando gaze. A fragdo aquosa obtida foi supersaturada com cloreto de
sddio, filtrada a vacuo em camada de celite para retirada do excesso de cloreto de
sédio e extraida trés vezes com acetato de etila. Sulfato de magnésio anidro, usado

para eliminar possivel agua que estivesse misturada a porgéo organica, foi separado



por filtragdo em funil de vidro sinterizado. O solvente da fragdo orgéanica foi
evaporado em rotavapor e os produtos sintetizados foram separados por flash
cromatografia, cromatografia em camada delgada preparativa e/ou por
recristalizagdo, acompanhada por cromatografia em camada delgada.

Para extracdo de provaveis metabdlitos que tenham ficado retidos na massa
fungica, esta massa amorfa foi agitada com acetona por aproximadamente duas
horas. Os produtos detectados apds este processo de extragdo foram entdo

separados e purificados por recristalizacao.

5.2.7.1 1° Ensaio (Cepa: Cunninghamella echinulata ATCC 9244,

solvente: dimetilformamida/etanol 1:1, tempo de reacédo: 72h)

Para um primeiro ensaio em escala semi-preparativa, nove erlenmeyers foram
inoculados com uma suspensao de esporos de Cunninghamella echinulata ATCC
9244. Apds sessenta e cinco horas, foram adicionados 50 mg do substrato LASSBio
581 solubilizado em mistura de dimetilformamida (DMF) e etanol na proporgcéo de
1:1, a cada um dos nove erlenmeyers. O tempo de incubagdo, apds a adigdo do
substrato foi de 72 horas com retirada de aliquotas para monitoramento da reagao a
cada 24 horas. Apds as 72 horas, a mistura reacional foi filtrada, e o filtrado obtido
foi supersaturado com cloreto de sdédio. O peso do extrato bruto obtido foi de 334mg.

Apos extracdo do filtrado, com acetato de etila, os produtos formados foram
separados e purificados por cromatografia de adsorgdo em coluna, usando como
fase estacionaria Silica gel e acetato de etila/metanol 95:05 como fase movel
(conforme descrito na sec¢ao 5.1.1). Foram observados 14 manchas com valores de
Rfs diferentes. Para purificacdo adicional, foi realizada cromatografia em camada

delgada preparativa (placas analiticas) conforme especificado na secéo 5.1.1. O



peso da soma das fragbes separadas da fracdo aquosa foi de 144,7mg, obtendo um

rendimento de 32%.

5.2.7.2 2° Ensaio (Cepa: Cunninghamella echinulata ATCC 9244,

solvente: dimetilformamida, tempo de reacado: 96h)

Em um segundo ensaio semi-preparativo, dez erlenmeyers foram inoculados
com esporos de Cunninghamella echinulata ATCC 9244. Apds sessenta e cinco
horas, foram adicionados 30mg do substrato LASSBio 581 solubilizado em
dimetilformamida, a cada um dos nove erlenmeyers. O tempo de incubacéao, apds a
adicao do substrato foi de 96 horas com retirada de aliquotas para monitoramento
da reagao a cada 24 horas. Ao final do tempo de incubacgao, a mistura reacional foi
filtrada e o filtrado obtido foi supersaturado com cloreto de sédio. O peso do extrato
bruto obtido foi 185 mg.

Seguida a extracao do filtrado, com acetato de etila, os produtos sintetizados
foram separados e purificados por cromatografia de adsor¢gdo em coluna, usando
Silica gel como fase estacionaria e acetato de etila/metanol 95:05 como fase maével.
Foram observados 15 manchas com valores de Rfs diferentes. O peso da soma das
fracbes separadas da fracdo aquosa foi de 62,1mg, obtendo um rendimento de

20,7%.

5.2.7.3 3° Ensaio (Cepa: Cunninghamella echinulata ATCC 9244,

solvente: dimetilfformamida/etanol 1:1, tempo de reacao: 190h)

Um terceiro ensaio em escala semi-preparativa, foi realizado usando dez
erlenmeyers e inoculagdo com suspensao de esporos de Cunninghamella echinulata
ATCC 9244. Apos sessenta e cinco horas, foram adicionados a cada um dos dez

erlenmeyers aproximadamente 42mg do substrato LASSBio 581 solubilizado em



mistura de dimetilformamida e etanol na propor¢cao de 1:1. O tempo de incubacao,
apdés a adicdo do substrato foi de 190 horas com retirada de aliquotas para
monitoramento da reagao a cada 24 horas. Apds 190 horas, a mistura reacional foi
filtrada e o filtrado obtido foi supersaturado com cloreto de sodio. O peso do extrato
bruto obtido foi 601,6mg.

Apos extracao do filtrado, com acetato de etila, os produtos sintetizados foram
separados e purificados por cromatografia de adsorgdo em coluna, usando como
fase estacionaria Silica gel e acetato de etila/metanol 95:05 como fase mével.
Observou-se 17 manchas com valores de Rfs diferentes. Quando necessario
purificacdo adicional, realizou-se processo de recristalizacdo. O peso da soma das
fragbes separadas da fragdo aquosa foi de 49,9mg, obtendo um rendimento de
11,8%.

A extragdo da biomassa com acetona e agitacdo mecanica por
aproximadamente duas horas também foi realizada na busca de provaveis
metabdlitos presentes no meio intracelular fungico. Apds extragdo, os produtos

encontrados foram separados e purificados por recristalizagao.

5.2.7.4 4° Ensaio (Cepa: Mortierella isabelina NRRL 1757, solvente:

dimetilformamida/etanol 1:1, tempo de reacdo: 168h)

Em um quarto ensaio semi-preparativo, nove erlenmeyers foram inoculados
com suspensao de esporos de Mortierella isabelina NRRL 1757. Apds sessenta e
cinco horas, foram adicionados 50mg do substrato LASSBio 581 solubilizado em
mistura de dimetilformamida e etanol na proporcdo de 1:1 a cada um dos
erlenmeyers. O tempo de incubacéo, apos a adigdo do substrato foi de 168 horas

com retirada de aliquotas para monitoramento da reacédo a cada 24 horas. Apés 168



horas, a mistura reacional foi filtrada e o filtrado obtido foi supersaturado com cloreto
de sodio. O peso do extrato bruto obtido foi 319,1mg.

Apos extracao do filtrado, com acetato de etila, os produtos sintetizados foram
separados e purificados por cromatografia de adsorgdo em coluna, usando como
fase estacionaria Silica gel e acetato de etila/metanol em diferentes propor¢des
(acetato de etila/metanol 95:05, acetato de etila/metanol 70:30, acetato de
etila/metanol 50:50, metanol puro) como fase mével. Observou-se 9 manchas com
valores de Rfs diferentes. Quando necessario, para purificacdo adicional, foi
realizado processo de recristalizacdo. O peso da soma das fragdes separadas da
fragdo aquosa foi de 240,42mg, obtendo um rendimento de 48,084%.

A micélio fungico separado da fracdo aquosa foi tratado com acetona
(agitagdo mecanica por aproximadamente duas horas), na busca de provaveis
produtos funcionalizados que estivessem no meio intracelular fungico. Apds extragao
com acetona, os produtos encontrados foram separados e purificados por

recristalizagao.

5.2.7.5 5° Ensaio (Cepa: Cunninghamella echinulata ATCC 9244,

solvente: dimetilformamida/etanol 1:1, tempo de reacdo: 96h)

Quinto ensaio em escala semi-preparativa foi relizado, utilizando dez
erlenmeyers inoculados com suspensdo de esporos de Cunninghamella echinulata
ATCC 9244. Apéds sessenta e cinco horas, foram adicionados a cada erlenmeyer
50mg do substrato LASSBio 581 solubilizado em mistura de dimetilformamida e
etanol na proporgcao de 1:1. O tempo de incubacao, apds a adicdo do substrato foi

de 96 horas com retirada de aliquotas para monitoramento da reagao a cada 24



horas. Apos 96 horas, a mistura reacional foi filtrada e o filtrado obtido foi
supersaturado com cloreto de sddio.

Apos extracao do filtrado, com acetato de etila, os produtos sintetizados foram
separados e purificados por recristalizacdo. Observou-se 12 manchas com valores
de rfs diferentes.

A biomassa separada da fracdo aquosa foi tratada com acetona (agitagédo
mecéanica por aproximadamente duas horas) e apos extragdo, os produtos
encontrados foram separados e purificados também por recristalizagao.

Tabela 6. Diferentes parametros avaliados entre quatro dos ensaios realizados em
escala semi preparativa

Incubagdo | Numero Peso Substrato Solventes | Peso Cepa
(horas) de das (mg) extrato
manchas | fragbes | /Rendimento bruto
(Rfs) (mg) (%) (mg)

1° 72 14 1447 450 (32) DMF + 334 C. echinulata
Ensaio etanol ATCC 9244

(1:1)
2° 96 15 62,1 300 (20,7) DMF 185 C. echinulata
Ensaio ATCC 9244
3° 190 17 49,9 =~ 420 (11,8) DMF + 601,6 | C. echinulata
Ensaio etanol ATCC 9244

(1:1)
4° 168 9 240,42 | 450 (48,084) DMF + 319,1 | M. isabellina
Ensaio etanol NRRL 1757

(1:1)




5.2.8 Isolamento dos metabdlitos

5.2.8.1 LaBioCon 1
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Apo6s incubagao do substrato LASSBio 581 com Mortierella isabelina NRRL
1757, conforme descrito na segdo 5.2.7.4, a massa fungica separada do meio
reacional foi colocada em agitagdo magnético com 200mL de acetona por
aproximadamente duas horas. A fragao cetdnica obtida foi evaporada em rotavapor
e o LaBiocon 1 foi separado dos demais produtos formados por recristalizacdo. No
processo de recristalizacdo, inicialmente a fragcdo cetdnica foi dividida em duas
partes, uma soluvel em metanol e outra insoluvel. A por¢cédo soluvel em metanol foi
ainda dividida em duas outras porcdes, uma soluvel em ciclohexano e outra
insoluvel em ciclohexano. Da porgao insoluvel em ciclohexano parte foi soluvel em
acetato de etila e parte ndo. A partir da fracdo cetdnica soluvel em metanol, insoluvel
em ciclohexano e soluvel em acetato de etila obteve-se o produto diglicosilado
LaBiocon 1 que apresentou tempo de retengédo de 5,24 (analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia usando como fase movel: metanol e metanol/tampao 65:35
em sistema gradiente, condicbes da analise conforme descrito em 5.1.1) e

quantidade de 4,3mg na forma de cristais amarelados. O percentual de formacao do



derivado LaBiocon 1 em relagcdo aos demais compostos de estruturas preditas foi de

aproximadamente 32,35%.

RMN "H (500MHz) MeOH-d, (3-ppm): 1,28-1,32 (4H, m, Hg e H1z); 3,21-3,25 (4H, m,
Hg e Hi1); 3,29(2H, s, He); 3,49-3,65 (2H, m, Hz1 e Has); 3,78 (2H, s, Haq); 3,80 (2H, s,
Ho); 3,99 (1H, s, Ha); 4,20 (1H, s, His); 4,23 (1H, s, Hua); 4,27 (1H, m, Hue); 4,28
(1H, m, Has); 4,35 (8H, s, 7H-OH e 1H-Hso); 5,11(1H, s, Hi7); 5,34(1H, s, Had); 6,71-
6,73 (2H, d, J=7,2 Hz, Hz e Hg); 6,89- 6,91 (2H, d, J=7,2 Hz, Hy e Hs); 7,63 (2H, d,

J=7,0 Hz, Hy e Hx); 7,89 (2H, d, J=7,2 Hz, H> e Hg); 8,71 (1H, s, Hs).

MS (100 a 700 Daltons, MeOH):

m/z= 352,58 [M*]; 680,6 [M* + C12H21O10]

5.2.8.2 LaBioCon 9

WNO WNOOH

N N

o I

N\ . . . N
N Mortierella isabelina NRRL 1757

DMF/Et 1:1, 168h

Cl Cl

Para obtencdo do produto LaBiocon 9, procedeu-se incubagao do substrato
LASSBio 581 com Mortierella isabelina NRRL 1757, conforme descrito na segao
5.2.7.4. O tratamento da massa fungica com acetona, desenvolveu-se conforme

descrito para LaBiocon 1 na secdo 5.2.8.1. No processo de recristalizagcao,



inicialmente a fragdo cetbnica obtida foi dividida em duas partes, uma soluvel em
metanol e outra insoluvel. A porgcéo soluvel em metanol foi ainda dividida em duas
outras porgdes, uma soluvel em ciclohexano e outra insoluvel em ciclohexano. A
porcado insoluvel em ciclohexano foi parte insoluvel em acetato de etila e parte
soluvel. A partir da fragdo cetbnica soluvel em metanol, insoluvel em ciclohexano e
insoluvel em acetato de etila obteve-se o produto hidroxilado LaBiocon 9 que
apresentou tempo de retengcdo de 5,21 (analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia usando como fase movel: metanol e metanol/tampdo 65:35 em sistema
gradiente, condicbes da analise conforme descrito em 5.1.1) e forma de cristais
brancos. O percentual de formacao do derivado LaBiocon 9 em relagdo aos demais

compostos de estruturas preditas foi de aproximadamente 28,97%.

RMN 'H (500 MHz) MeOH-d, (3-ppm): 1,27-1,29 (4H, m, Hge H12); 3,21-3,25 (4H, m,
Ho e Hi1); 3,29 (2H, s, He); 4,29 (1H, s, OH); 6,71-6,72 (2H, d, J=7,0 Hz, Hy e Hg);
6,88-6,90 (2H, d, J=7,0 Hz, Hz e Hs); 7,60-7,62 (2H, d, J=7,0 Hz, Hz e Hs); 7,89-

7,90 (2H, d, J=7,0 Hz, Hy € Hg); 8,70 (1H, s, Hs).

MS (100 a 700 Daltons, MeOH):

m/z= 352,58 [M']; 370,41 [M" + OH]



5.2.8.3 LaBioCon 10

/JNAQ HO //_J/“‘Q

L

N N
N
VIR J
N
N Cuninghamella echinulata ATCC 9244 N

DMF/Et 1:1, 72h

cl Cl

A incubagdo do substrato LASSBio 581 com Cunninghamella echinulata
ATCC 9244, filtragdo, extragcdo da fragdo aquosa (meio reacional), separagédo e
purificacdo dos produtos formados, conforme descrito na se¢ao 5.2.7.1, foi realizada
para obtencdo do LaBiocon 10. Apds separacdo dos produtos formados, os
diferentes compostos foram secos em rotavapor e solubilizados em solvente
adequado. O produto hidroxilado LaBiocon 10 foi insoluvel em metanol e soluvel em
acetato de etila. Foram obtidas 18mg deste composto na forma de pd branco e
observou-se tempo de retencao de 3,03 (analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia usando como fase médvel: metanol/tampéo 65:35 em sistema isocratico,
condigdes da analise conforme descrito em 5.1.1). O percentual de formagao do
derivado LaBiocon 10 em relagdo aos demais compostos de estruturas preditas foi

de aproximadamente 7,88%.

RMN "H (500 MHz) MeOH-ds (5-ppm): 2,67-2,70 (4H, m, Hg e H1»); 3,12-3,15 (4H, m,
He e H11); 3,74 (1H, s, OH); 6,76-6,78 (1H, d, J=8,0 Hz, Hx"); 6,88-6,90 (2H, d, J=8,0
Hz, Hy e Hs): 7,15-7,17 (2H, d, J=8,0 Hz, Hy e Hs); 7,49-7,51 (2H, d, J=8,0 Hz, H

e He); 7,78-7,80 (2H, d, J=8,0 Hz, H> e Hg); 8,44 (1H, s, Hs).



MS (100 a 700 Daltons, MeOH):

miz= 354,3 [M*]; 370,4 [M* + 17]

5.2.8.4 LaBioCon 12

N N
N N
sy 7
v~ Cunninghamella echinulata ATCC 9244 N~ ~OH

DMF, 72h

Cl OH

O produto dihidroxilado LaBiocon 12, foi obtido pela incubacédo do substrato
LASSBio 581 com Cunninghamella echinulata ATCC 9244, filtracdo, extragdo da
fracdo aquosa, separacao e purificagcdo dos produtos formados, conforme secao
5.2.7.1. ApOs separacao dos produtos formados, o composto LaBiocon 12 em
mistura com outro produto foi seco em rotavapor e solubilizado em metanol. Para
separagao dos dois compostos, purificagdo adicional foi realizada por cromatografia
em camada delgada preparativa segundo se¢do 5.1.1. Foram obtidas 18mg na
forma de cristais brancos e o percentual de formacao deste derivado em relagcédo aos

demais compostos de estruturas preditas foi de aproximadamente 2,03%.

MS (100 a 700 Daltons, MeOH):

m/z= 352,4 [M"]; 386,3 [M" + 34]



5.2.8.5 LaBioCon 13

HO
HO o
ey o 0
HO /—/
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DMF/Et 1:1, 72h -
cl o]

O produto LaBiocon 13 foi obtido pela incubacédo do substrato LASSBio 581
com Cunninghamella echinulata ATCC 9244, filtracdo, extracdo da fragdo aquosa
(meio reacional), separagao e purificacédo dos produtos formados, conforme descrito
na sec¢ao 5.2.7.1. Apds separacao dos produtos formados, LaBiocon 13 foi seco em
rotavapor e solubilizado em acetato de etila. Este composto glicosilado foi insoluvel
em metanol e apresentou tempo de retencdo de 7,21 (analise por cromatografia
liguida de alta eficiéncia usando como fase mével: metanol/tampdo 65:35 em
sistema isocratico, condi¢des da analise conforme descrito em 5.1.1). Foram obtidas
12mg deste composto na forma de pd branco e percentual de formagdo de

aproximadamente 14,63%.

RMN "H (500 MHz) MeOH-ds (5-ppm): 2,74-2,77 (4H, m, Hg e H1y); 3,19-3,22 (4H, m,
Ho e Hip); 3,30 (1H, s, He): 3,62 (2H, m, Hg € Hi1); 3,75 (1H, m, Hio); 4,02 (1H, m,
Hi2); 4,08 e 4,38 (2H, 2s, His); 4,58 (4H, m, 40H): 5,39 (1H, t, Hg); 6,83 (1H, d,
J=8,0 Hz, Hs); 6,95 e 6,97 (2H, d, J=8,0 Hz, Hx e Hs); 7,20-7,22 (2H, d, J=8,0 Hz,
Hy e He): 7,59-7,61 (2H, d, J=8,0 Hz, Hx e Hs ); 7,87 € 7,89 (2H, d, J=8,0 Hz, Hy €

He); 8,51 (1H, s, Hs).



5.2.8.6 LaBioCon 19

O O

Cunninghamella echinulata ATCC 9244

—

DMF/Et 1:1, 96h

Cl Cl

O produto LaBiocon 19 foi obtido pela incubacado do substrato LASSBio 581
com Cunninghamella echinulata ATCC 9244, filtracdo, extracdo da fragcdo aquosa,
separagao e purificacdo dos produtos formados, conforme descrito na secéo
5.2.7.5. No processo de recristalizacdo, a fragdo organica seco em rotavapor foi
parte solubilizada em metanol e parte solubilizada em ciclohexano. A porgéo soluvel
em metanol e insoluvel em acetato de etila corresponde ao LaBiocon 19. Este
composto foi obtida na forma de um éleo marrom, com percentual de formagao em

relacdo aos demais compostos de estruturas preditas de aproximadamente 62,5%.

RMN "H (500 MHz) MeOH-ds (5-ppm): 1,28-1,32 (4H, m, Hg e H12); 3,00-3,21 (4H, m,
Hg e Hi1); 3,29 (2H, s, He): 4,12 (1H, s, OH); 6,70-6,72 (2H, d, J=8,0 Hz, Hx e Hg);
6,87-6,89 (2H, d, J=8,0 Hz, Hx e Hs); 7,60-7,62 (2H, d, J=8,0 Hz, Hs e Hs); 7,87-

7,89 (2H, d, J=8,0 Hz, H2> e Hg); 8,58 (1H, s, Hs);

MS (100 a 700 Daltons, MeOH):

miz= 354,2 [M*]; 370,2 [M* + 17].



5.2.8.7 LaBioCon 22

Y =Y

Cunninghamella echinulata ATCC 9244
DMF/Et 1:1, 96h

Cl Cl

O produto LaBiocon 22 foi obtido pela incubacao do substrato LASSBio 581
com Cunninghamella echinulata ATCC 9244, filtragdo e extragcdo da biomassa com
acetona conforme descrito em 5.2.7.5. No processo de recristalizacdo, a fracao
cetbnica seca em rotavapor foi parte solubilizada em metanol e parte solubilizada em
acetato de etila. A porgao soluvel em acetato de etila corresponde ao LaBiocon 22
que se apresentou amorfo com tempo de retengdo de 5,07 (analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia usando como fase modvel: metanol e
metanol/tampao 65:35 em sistema gradiente, condicbes da analise conforme
descrito em 5.1.1). O percentual de formacdo do LaBioCon 22 em relagdo aos

demais derivados de estruturas preditas foi de aproximadamente 7,56%.

RMN "H (500 MHz) MeOH-d; (8-ppm): 2,26 (2H, s, 20H); 2,93-3,20 (2H, 2s, H11);
2,77-3,11 (2H, 2s, H12): 4,04 (1H, s , He); 4,84 (1H, s, Hg); 5,34 (1H, m, Ho); 6,70-6,72
(2H, d, J=8,0 Hz, Hz e Hs); 6,86-6,88 (2H, d, J=8,0 Hz, Hy e Hg'); 7,60-7,62 (2H, d,

J=8,0 Hz, Hy e Hs); 7,87-7,89(2H, d, J=8,0 Hz, Hy € Hg); 8,55 (1H, s, Hs);

MS (100 a 700 Daltons, MeOH):

miz= 354,2 [M*]; 370,2 [M* + 17]; 386,2 [M* + 34]
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1. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubacédo do LASSBio 581 com Absidia
blakeslceana ATCC 10148b no tempo de 72 horas e comprimento de onda 248nm.
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2. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubacdo do LASSBio 581 com
Absidia blakeslceana ATCC 22617 no tempo de 72 horas e comprimento de onda
248nm.
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3. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagcdo do LASSBio 581 com
Aspergillus ochraceus ATCC 1009 no tempo de 72 horas e comprimento de onda

248nm.
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4. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubacdo do LASSBio 581 com
Beauveria bassiana ATCC 7159 no tempo de 96 horas e comprimento de onda

248nm.
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5. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagcdo do LASSBio 581 com
Cunninghamella echinulata ATCC 9245 no tempo de 48 horas € comprimento de
onda 248nm.
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6. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagcdo do LASSBio 581 com
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 no tempo de 24 em sistema isocratico, e
comprimento de onda 248nm.
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7. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagcdo do LASSBio 581 com
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 no tempo de 24 em sistema gradiente, e
comprimento de onda 248nm.
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8. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagdo do LASSBio 581 com
Cunninghamella elegans ATCC 36112 no tempo de 48 horas e comprimento de
onda 248nm.
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9. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagcdo do LASSBio 581 com
Mortierella isabelina NRRL 1757 no tempo de 96 horas e comprimento de onda
248nm.
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10. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubagéo do LASSBio 581 com Mucor
griosyanus ATCC 1207a no tempo de 48 horas e comprimento de onda 248nm.
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11. Perfil cromatografico do sobrenadante de incubacdo do LASSBio 581 com
Rhizopus arrhizus ATCC 11145 no tempo de 48 horas e comprimento de onda
248nm.
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12.Espectro de RMN 'H (500MHz) do derivado LaBioCon 1
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13.Espectro de massa do derivado LaBioCon 1
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14.Espectro de RMN 'H do composto LaBioCon 9
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15.Espectro de massa do derivado LaBioCon 9
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16. Espectro de RMN 'H do composto LaBioCon 10
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17.Espectro de massa do derivado LaBioCon 10
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18.Espectro de massa do derivado LaBioCon 12
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19.Espectro de RMN 'H do composto LaBioCon 13
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20.Espectro de RMN "H do composto LaBioCon 19
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21.Espectro de massa do derivado LaBioCon 19
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22.Espectro de RMN "H do composto LaBioCon 22
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23.Espectro de massa do derivado LaBioCon 22



